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NOTE 



Le présent document a été préparé par M. le Professeur J.R. Busvine, membre du 
Groupe FAO d'experts de la résistance aux pesticides*, à la demande de celui-ci. 



* K. le Professeur J.R. Busvine (Royaume-Uni), M. B.R. Champ (Australie), H. P.A. Croft 
(Etats-Unis), H. G. P. Georghiou (3tato-Unis), M. S.G. Georgopoulos (Grèce), M. J. 
Keiding (Danemark), M. le Professeur J.H. Ogawa (Etats-Unis), H. D.F. Waterhouse 
(Australie - Président). 
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I?JTOODUCTION 



La multiplication des cas de résistance aux pesticides parmi les ravageurs d'impor- 
tance agricole constitue une grave me lace pour la production végétale et animale. La PAO 
en est pleinement consciente et elle a demandé que soit préparée une monographie détail- 
lée et complète sur la question pour information et orientation des personnes intéres- 
sées l/. Un mémoire plus bref a été publié en 1970 2/ et deux modèles de brochure de 
vulgarisation rédigés en termes plus simples 3. 4/ ont été publiés en 1971 et 1979. 

La détection précoce deB Bouches résistantes est de la plus haute importance et, 
pour la faciliter, la PAO a mis au point des méthodes d'épreuve simples mais fiableB pour 
de nombreux ravageurs do premier Dlan. Ces méthodes ont été publiées par intervalles & 
partir de 1969 dans le Bulletin phyt© sanitaire de la PAO. HaiB, comme il peut être diffi- 
cile en certains endroits d'accéder & ce périodique, les méthodes actuellement recommandées 
ont été rassemblées dans la présente brochure après une mise en forme destinée a les 
harmoniser et éviter les doubles emplois. 

Les méthodes applicables a vingt ravageurs importants sont décrites; elles sont 
désignées par leurs numéros originaux pour éviter les confusions. Trois numéros font 
défaut et cela pour les raisons suivantes: la méthode No. 1 était une discussion des 
principes généraux, laquelle a été remplacée par un texte plus détaillé et mieux a jour 
dans la présente brochure. La méthode No. 4 concernait le puceron vert du pêcher; elle 
a été remplacée par une méthode améliorée ayant un plus large champ d'application (No. 
17). De même, la méthode No. 6 pour le tribolium de la farine a été remplacée par le 
No. 13, laquelle est également applicable à plusieurs autres coléoptères des denrées 
alimentaires entreposées; la méthode No. 10 a été révisée et est devenue le No. 10a. 



1/ Pest Résistance to Pesticides in Agriculture; A monograpli t FA0, Rome (en préparation) 

2/ La résistance des ravageurs aux pesticides en agriculture. AGP:C0/26, PAO, Rome, 1970 

y Modèle de brochure de vulgarisation sur la résistance des ravageurs aux pesticides. 
AGP:CP/42, PAO, Rome, 1971 

4y Modèle de brochure de vulgarisation sur la résistance des agents pathogènes aux 
pesticides. ACP:CP/111, PAO, Rome, 1979 
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RMERC IEMENT S 



Les méthodes recommandées qui suivent résultent d'un travail en collaboration du 
Groupe PAO d'experts de la résistance aux pesticides (autrefois Croupe PAO d'experts 
de la résistance des ravageurs aux pesticides). Une aide étendue lui a été fournie 
par plusieurs experts indépendants sous la forme de suggestions et critiques de carac- 
tère technique. Le Croupe tient à remercier plus particulièrement les personnes 
suivantes: 



Méthode No. 2 
Méthode Ho. 5 
Méthode Ho. 7 
Méthode No. 8 

Méthode No. 9 

Méthode No. 10 

Méthode No. 11 
Méthode No. 12 
Méthode No. 1) 



Méthode No. 15 
Méthode No. 16 

Méthode No. 1 T 



Méthode No. 19 

Méthode No. 20 
Méthode No. 21 
Méthode No. 22 



D.O. Finlayson (Canada), T.H. Coaker (Royaume-Uni) 

K. Kbjiroa, K. Ozaki et M. Fukaya (japon) 

W.J. Roulston (Australie), G. G. Whitehead (Afrique du Sud) 

A. Maher Ali (Egypte), P. Vermes (israBl), S.H. Hodjat (Iran), 
W.S. Watts (Royaume-Uni), K.R. Asher (Israël) 

C.A. Collinwood et H. Marchant (Ghana), E.M. Lavabre (France), 
J.N. Telford (Etats-Unis), W.S. Suguagie (Nigeria) 

V. Dittrich (Suisse), J.E. Cranham (Royaume-Uni), L.R. Jepson (Etat»- 
Unis), W. Helle (Paya-Bas) 

M. M. Barnes et H.R. Moffitt (Etats-Unis) 

I. Hrdy (Tchécoslovaquie), A. Lakocy (Pologne) 

R.D. MacCuaig, W.S. Watts, G. Williams et I.S. Graham-Bryce (Royaume- 
Uni) 



Méthode No. 1.'. N.J. Whitten, J.T.A. Arnold et N.A. Roxburgh (Australie), I.R. 
Harrison et G. G. Blactanan (Royaume-Uni) 



B.R. Champ (Australie) et CE. Dyte (Royaume-Uni) 

R.C. Winks et B.R. Champ (Australie), CE. Dyte (Royaume-Uni), 
E.J. Bond et P. S. Barker (Canada), D.L. Lindgren et R. Davis (Etats- 
Unis) 

R.C Muir, R.M. Sawicki et M.J. Way (Royaume-Uni), I. Hrdy (Tchéco- 
slovaquie) 



Méthode No. 18 T. F. Leigh (Etats-Unis) 



D.R, Wilkin (Royaume-Uni), J. Boczek et W. Chmelewski (Pologne), F. 
Fleurât- Lessard (France), R.N. Sinha (Canada) 

C. Soultanopoulos (Grèce), 3. F. Boller (SuiBse), R.J. Kuhr (Etats-Unis) 
R.L. Kalra (Inde), A.W. Farnham et C.A. Wheatloy (Royaume-Uni) 
F. Attia (Australie), J.L. Zettler (Etats-Unis), P. Cogan (Royaume-Uni) 
L.R. Wardlow et A. StJ. Green (Royaume-Uni) 



Méthode No. 23 

Mise en forme générale de toutes les méthodes ; J.R. Busvine (Royaume-Uni) 
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CONTROLE ET DETECTION DE LA RESISTANCE: 
PRINCIPES GENERAUX 



Importance d'une détection précoce de la résistance 

Il est important de préciser si l'inefficacité d'une application do pesticides est 
due à la résistance ou à d'autres causes. Aussi, il est essentiel d'être alorté rapi- 
dement de l'apparition dune résistance afin que des plans puissent être établis pour 
danger de pesticide ou de méthode de lutte avant que la résistance se développe suffi- 
samment pour que le pesticide utilisé devienne inefficace. Par ailleurs, l'échec des 
applications de pesticides peut être dû à d'autres causes (dont quelques-unes sont 
énumérées ci-dessous) et attribué d'une façon orronnéo à le. résistance. De fausses 
alarmes de cette sorte peuvent conduire à abandonner un pesticide utile tout en laissant 
échapper la cause véritable de l'échec. 

Signes de résistance sur le torrain 

Sur le terrain, la résistance se manifeste par une persistance inhabituelle des 
infestations ainsi que par des réductions des rendements des récoltes et de la produc- 
tivité du bétail, malgré une utilisation convenable du pesticide. Kn outre, des maladies 
cryptogamiques et des viroses transmises par des arthropodes, normalement tenues en échec 
par le pesticide, peuvent donner des signes marqués d'intensification. Malheureusement, 
si l'on attend ces signes indirects de dommage, on risque de ne déceler la résistance 
qu'après plusieurs générations du vecteur devenu de plus en plus résistant. Dans d'autres 
cas, il bc peut que les effets ne se manifestent tout d'abord que dans une partie d'une 
zone de culture ou dans une de plusieurs zones do culture d'un district. 

Ces signes de l'apparition d'une résistance sont également ceux de l'inefficacité 
des mesures de lutte, et cela pour d'autres raisons dont quelques-unes sont énumérées 
ci-dessous: 

(1) Mauvaise programmation de l'application du pesticide par rapport au cycle biologique 
du déprédateur, au stade de croissance de la plante ou à la saison; 

(2) Dérogation aux directives du fabricant en ce qui concerne le mélange de In formu- 
lation du pesticide ou la concentration correcte à utiliser; 

(3) Détérioration d'un ou plusieurs ingrédients de la formulation. Certains pesticides 
subissent des modifications chimiques avec perte consécutive d'efficacité s'ils 
sont stockés dans des conditions impropres, particulièrement dans les climats 
chauds; 
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(4) Appareils inefficaces, mal réglés ou usés. Par exemple, l'abrasion des pastilles 
de bubo par les formulations en poudres mouillables peut entraîner de graves modi- 
fications de la distribution du produit pulvérisé et un recouvrement insuffisant; 

(5) Techniques d'application défectueuses ou insuffisamment soignées, se traduisant 
par un médiocre recouvrement ou un trop faible dosage. Ceci est particulièrement 
important lorsque l'on utilise un matériel de pulvérisation automatique ou que 
l'on procède à des pulvérisations concentrées à faible volume. Il peut suffire 
d'une légère variation de la vitesse recommandée pour déterminer un médiocre 
recouvrement ou une pénétration insuffisante d'un feuillage luxuriant; 

(6) Mauvaises conditions atmosphériques pendant ou après l'application. On ne se rend 
pas bien compte en général que, pour donner des résultats satisfaisants, les 
applications de pesticides doivent être pratiquées dans dos conditions météorolo- 
giques assez précises. La vitesse du vent, les conditions d'inversion de la 
température et la température elle-même contribuent toutes au succès des appli- 
cations. De fortes pluies ou vents survenant après les applications peuvent 
compromettre des traitements par ailleurs satisfaisants; 

(7) Mauvaise qualité de l'eau utilisée pour diluer les pesticides; 

(8) Ignorance du fait que, quelquefois, la lutte chimique ne peut que compléter 
d'autres mesures de lutte (pas exemple, mesures culturales telles que l'enlèvement 
des pommes tombées) et que le pesticide ne peut à lui seul tenir en écheo une 
population de ravageurs devenue d'une importance anormale par suite de médiocres 
pratiques d'exploitation et d'assainissement. 

BeBQins de normalisation des essais de résistance 

Il est évident que le remède à des mesures de lutte défectueuses du type énuraéré 
ci-des8UB ot l'action à entreprendre pour combattre la résistance seront deux choses 
tout â fait différentes. Il est donc hautement souhaitable de disposer de méthodes 
simples et efficaces pour déceler la résistance. C'est seulement vers 1950, lorsque 
l'on commença à utiliser les pesticides modernes sur une grande échelle, que le problème 
se généralisa et devint préoccupant. Tout un éventail de tests de résistance furent 
employés alors, dont certains étaient insuffisants ot d'autres d'une complexité indési- 
rable. Les techniques utilisées pour un ravageur donné différant d'un endroit à 
l'autre, elles n'étaient pas directement comparables et il apparut clairement qu'il 
fallait mettre au point des tests rationnels, normalisés, de caractère généralement 
simple, qui puissent 3tre utilisés par des personnes travaillant dans différents pays 
et leur permettre d'interpréter mutuellement leurs résultats. 
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Etablissemant de testa normalisés 



Ravageurs arthropodes 



Quelques-uns des premiers tests de résistance normalisés au plan international 
furent mis au point par l'Organisation mondiale de la santé (OMS) vers 1957. Des 
testa analogues pour les ravageurs d'importance agricole et vétérinaire furent intro- 
duits un peu plus tard, surtout parce que l'apparition d'une résistance chez ce type 
de ravageur n'est pas évidente aussi rapidement que chez les insectes vecteurs de 
maladie, dont quelques-uns ont été attaqués très tôt avec les nouveaux insecticides 
sur une vaste échelle. La Société entomologique d'Amérique (ESA) a spécifiquement 
étudié le problème pour les ravageurs d'Amérique du Nord et des tests pour les charançons 
de la capsule et les araignées rouges ont été publiés en 1967 C'est vers cette 

époque que la PAO commença à s'intéresser au problème et diverses méthodes d'épreuve 
furent établies d'un commun accord lors d'une série de réunions d'un Groupe de travail 
sur la résistance, tenues a partir de 1967. Les premières méthodes recommandées furent 
publiées peu après (voir Tableau 1). 



y Anon. (1967) Bull. Ent. Soc. Amer ., v. 14, 31 
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TABLEAU 1. TESTS EE RESISTANCE NORMALISES PAR DIFFERENTES ORGANISATIONS 

METHODES DE L'ORGANISATION POUR L'ALIMENTATION ET L'AGRICULTURE* 

Application en gouttelettes 

Rylemya spp. Chilo suppressa-lio Halker Nephotettjx cinctipeB Uhler 
Spodoptera littoralis Boisd. Doryphore Carpocapse des pommes 

Criquets Lucilies du mouton Chenilles des denrées en magasin 

Punaises du genre Lygus Mouches dos fruits Teigne des crucifères 

Substrats de cellulose imprégnée 
Mirides du cacaoyer Larves des tiques du bétail 

Coléoptères ravageurs des denrées en magasin Larves des lucilieB du mouton 



Bains ot pulvérisations aqueux 
Araignées rouges Aleurodes Pucerons 

Tests de fumigation Poudre acaricide pour le grain 

Coléoptères ravageurs des denrées en magasin Acariens des denrées en magasin 

METHODES DE L'ENTOMOLOGICAL SOCIETY OF AMERICA** 
Application en gouttelettes 
Cliarançons de la capsule Charançons de la luzerne Hcliothis Bpp. et Diabrotica spp. 

Bain aqueux 
Araignées rouges 

METHODES PERTINENTES DE L'ORGAÎfISATION MONDIALE DE LA SANTE*** 
Application en fjouttolottes 
Mouches domestiques Mouches des établos Mouches tsê-teé Tiques adultes 

Nourriture empoisonnée 
Roneeurs 

* Tests FAQ publiés dans le Bulletin phytosanitaire de la FAQ, comme suit i 

En 1969, v. 17, pp 33 & 129. En 19*0, v. 18, p. 53. In 1971 , v. 19, pp 15, 32, 62. 
En 1974, v. 22 pp 103, 108, 112, 117, 122, 127. En 1975, v. 23, p. 12. En 1979, v. 
27, PP. 22, 33, 37, 40, 44, 52 

*» Tests ESA publiés dans le Bulletin of Entomological Society of America comme suit : 
En 1968, v. 14, p 31. En 1970, v. 16 p 147. En 1072, v. 18 p 179. 



*** Testa OMS publiés dans le 17eme rapport du Comité d'expert des insecticides 
suit ; p. 114, p. 125, p. 140. 
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Un peu plus tard, l'Organisation internationale de lutte biologique s'est intéressée 
l'apparition possible d'une résistance aux pesticides chez les arthropodes utiles 6/. 
Animée par un intérêt analogue, l'BSA a mis au point un test permettant de déterminer 
les modifications de la sensibilité des acariens phytoséiidés. 



Ravageurs non arthropode 

La résistance s'est manifestée très rapidement et clairement chez divers ravageurs 
arthropodes. Toutefois, le problème n'est pas limité & ces espèces, mais il peut surgir 
ches presque tous les ravageurs qui sont régulièrement attaqués par des pesticides sur 
une grande échelle. Depuis quelques années, il existe des souches de rats résistantes 
aux poisons anticoagulants et une méthode permettant de déceler et confirmer cette 
résistance a été publiée par l'OMS en 1970. Ce test est accepté par la PAO comme une 
méthode normalisée. 

Depuis 1972 à peu près, dea souches résistantes d'importance agricole posent des 
problèmes sérieux chez d'autres types de ravageurs, en particulier les organismes phyto- 
pathogènes et, dans une moindre mesure, les parasites helminthiques du bétail et quelques 
mauvaises herbes. Ces problèmes ont été examinés & la session de 1978 du Groupe PAO 
d'experts de la résistance aux pesticides (ci-après désigné comme le Groupe) et des plans 
ont été établis pour mettre au point des méthodes d'épreuve appropriées pour sept 
cryptogames importants. 



Procédure de normalisation dos testB FAQ 

Dans chaque cas, un expert faisant autorité sur le ravageur en question est invité 
à suggérer une technique conforme aux principes adoptés par la PAO. Le projet est ensuite 
codifié par un consultant et distribué à divers autres experte pour observations et modi- 
fications. En fin de compte, un projet final est soumis au Groupe pour approbation et 
recommandation de publication par la PAO. 

Dans la plupart des cas, cette méthode a donné de très bons résultats. Hais il 
arrive parfoia que les arbitres experts ne puissent se mettre d'accord sur les techniques 
les mieux adaptées. Il se peut que tel ou tel d'entre eux, ayant une large expérience de 
sa propre méthode particulière, hésite à abandonner un procédé qu'il jugeait satisfaisant. 
Une raison plus valable peut 8tre que la diversité du ravageur à l'étude (par exemple 
"pucerons" ou "araignées rouges") exigerait des modifications dans le cas d'espèces 
particulières, ou bien, la prise en considération de certains pesticides ayant des modes 
d'action inhabituels (par exemple certains pesticides ayant des propriétés systémiques, 
ou encore des produits qui agissent comme inhibiteurs du développement) rendrait diffi- 
cile de spécifier une méthode unique et simple. Pour ces raisons, quelques-unes des 
méthodes d'épreuve prévoient des options possibles, qui seront indiquées plus loin. 



6/ B.A. Croft (1977), Z t Pflans, 1er. Pflans. sch. v. 84, 140 
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Cette oonoeaeion & la nécessité pratique ■eableralt affaiblir 1» intention originale de 
normal* «ation. Toutefois, l'existenoe de quelques options constitue une amélioration par 
rapport à la situation initiale ou trois, quatre voire même cinq méthodes d'épreuves 
différentes pour la même espèce pouvaient ttre trouvées dans la littérature j/. 



Facteurs influençant les résultats des teBta de résistance 

La détection et la mesure de la résistance reposent sur la comparaison entre des 
échantillons de populations de terrain mises en cause et les éléments des courbes de réfé- 
rence pour des populations du ravageur dont la sensibilité est jugée normale, en utilisant 
des techniques rationnelles de dosage biologique. Il faut bien se rendre compte que les 
sujets des souches de référence elles-mêmes peuvent présenter des variations imputables 
à des facteurs biologiques et écologiques, qui peuvent modifier leur sensibilité aux 
pesticides. A moins de prendre ces facteurs en considération, les teste de résistance 
les mieux conçus et les plus soigneusement conduits seront sujets à caution. On peut 
distinguer des facteurs intrinsèques et des facteurs extrinsèques, et nous en exami- 
nerons Dn éventent queiquee— uns 0/ . 



Facteurs intrinsèques 

Espèces . Il est clair qu'en raison des différences de sensibilité, les données 
concernant une espèce donnée ne peuvent être utilisées pour déceler la résistance chez 
une autre. Habituellement toutefois, des espèces apparentées seront testées par la même 
technique et leurs niveaux de sensibilité seront rarement très différents. 

Souche . Une eouohe "normale" de ravageurs devrait avoir sa vulnérabilité "primitive" 
qui existait avant sélection par les pesticides. Il est parfois possible d'utiliser une 
souche qui a été cultivée en laboratoire pendant si longtemps que l'on a de bonnes chances 
qu'elle ait conservé cette vulnérabilité primitive. Hais, souvent, il peut ttre néces- 
saire de recueillir des souches de référence sur le terrain, de préférence dans une sone 
ou il n'y a eu que peu ou pas d'application de pesticides. Ou encore, lorsqu'une certaine 
résistance de faible niveau est inévitable, le test peut seulement déceler de nouvelles 
modifications de la sensibilité. 

Stade . I<a résistance manifestée par des larves d'insectes reste généralement le 
fait des adulteB et vice— versa; sur cette base, on utilise quelquefois pour les épreuves 
le stade le plus commode. Toutefois, ce procédé ne se justifie pas toujours puisque la 
base génétique et, certainement, le degré de résistance peuvent être différents dans les 
deux stades. Il en est ainsi par exemple pour les lucilies du mouton pour lesquelles 
des tests distincts sont prévue dans le protocole PAO pour ce ravageur. 



1/ J.R. Busvine (1968), Wld. Rev. Pest Control . v. 7, 27 

8/ J.R. Busvine (1971 ), Techniques for Testing Inseotioides (2ème édition), Londres, 
345 P. 
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Age. Chez les insectes adultes, il y a souvent une période de haute sensibilité 
peu après l'émergence, suivis d'une période d'une plus grande tolérance, puis d'une sensi- 
bilité accrue avec l'âge. Chez les larves et les nymphes, l'effet est brouillé par 
l'augmentation de la taille, qui est probablement le facteur essentiel. 

Taille . Comme on pouvait le prévoir, la sensibilité diminue avec la taille; tou- 
tefois, sur la base de la dose par unité de poids corporel, ce facteur tend ft disparaître. 



Sexe . Généralement parlant, les femelles sont moins sensibles que les mâles; mais 
cela s'explique souvent par leur taille plus importante, notamment lorsqu'elles sont 
gravides. 



Facteurs oxtrjriofecpieB 

On peut concevoir que les facteurs du milieu (tels que la température, l'humidité, 
etc.) affectent directement les tests, en modifiant la solubilité, la diffusion, eto. 
De tels effets ont toutefois des chances d'être réduits en comparaison avec les effets 
indirecte sur les processus physiologiques chez les arthropodes soumis à épreuve. 
Beaucoup de ces effets indirects tendent & être complexes; par exemple, ils peuvent être 
différents avant, pendant ou après l'exposition au pesticide. Quelques-uns d'entre eux 
sont mentionnés ci— dessous. 

Température . C'est là un facteur important. De manière générale, une hausse de 
température détermine un accroissement de la sensibilité, qui est à peu près du double 
pour une élévation de 10° C. Toutefois, le DDT et, peut-être, les pyréthroldes déter- 
minent une tendance inverse. 

Humidité . Indépendamment des effetB délétèreB d'un faible taux d'humidité sur 
les arthropodes sensibles, qui sont habituellement évidents sur les témoins, l'humidité 
n'a pas en général d'effet important sur les essais biologiques. 

Alimentation . Les arthropodes bien nourris sont généralement moins sensibles aux 
pesticides que ceux qui le sont mal; la mortalité par manque de nourriture sera proba- 
blement évidente chez les témoins. 

Effectifs; intensité lumineuse . Dans les tests oh le pesticide est administré 
par exposition à un résidu présent dans un substrat, l'utilisation d'effectifs impor- 
tants d'arthropodes ou l'accroissement de l'intensité lumineuse peut déterminer une 
plus grande activité et, par suite, une plus grande absorption de pestioide. 
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Principes statistique» de la détection et de la mesure do la résistance 

Correction pour la mortalité chez les témoins 

Ia mortalité observée au ooutb des essais biologiques n'est pas toujours due au 
pestioide oar les opération* de Manutention et le maintien en captivité peuvent égale- 
ment être létaux pour certains arthropodes. La chose peut être vérifiée en utilisant 
des lots de témoins qui sont traités de la même manière, à ceci près qu'ilB ne sont 
pas exposés au pesticide. Si l'on admet que les mortalités résultant de la manutention 
et du pestioide sont tout à fait indépendantes l'une de l'autre et sans corrélation 
mutuelle, on peut opérer une correction pour la mortalité des témoins en appliquant la 
formule d' Abbott, comme suit: 

Mortalité au cours de l'épreuve en % - 

mortalité des témoins en * 
Mortalité corrigée en % - * x 100 

100 - mortalité des témoins en % 

Cette correction appelle deux remarques. Tout d'abord, la modification qui en résulte 
atteint son maximum aux faibles mortalités et elle devient très petite lorsqu'on bs 
rapproche d'une mortalité de 99 pour cent; en second lieu, la correction est pratiquement 
négligeable lorsque la mortalité des témoins est inférieure à 5 pour cent. 



Comme il a été dit, la résistance ne peut être déterminée que par comparaison avec 
une souche de référenoe, qui permet d'obtenir les éléments de la courbe de référence. 
Ceux— ci sont obtenus en exposant des lots de cette souche à. une série de dosages et 
notant le taux de mortalité qui en résulte. Le dosage peut 3tre la dose effective 
appliquée (par exemple en milligrammes par arthropode ou par gramme de poids corporel); 
ou bien il peut s'agir de la concentration utilisée ou nôrnc de la durée de l'exposition, 
ces éléments étant normalement des fonctions simples de la dose. Etant donné que les 
effets létaux des pesticides (comme ceux d'autres poisons) sont une fonction du loga- 
rithme de la dose, les dosages utilisés devraient s'insérer dans une série logarithmique 
ou bien 9tre convertis en logarithmes pour comparaison avec les taux de mortalité. 

Les effets létaux, exprimés en pourcentage de destruction, sont liés à la distri- 
bution normale de la sensibilité dans toute population homogène. Etant donné que la 
plupart des valeurs de la sensibilité sont proches de la moyenne, on enregistrera dans 
cette région de plus fortes modifications des pourcentages d'individus tués par une 
augmentation de dose donnée qu'aux extrêmes de forte ou faible sensibilité. Par con- 
séquent, pour obtenir une relation linéaire avec le logarithme du dosage, les pourcentages 
doivent être transformés, ce qui est possible en utilisant une table de "probité". Ou 
bien, on peut représenter directement les résultats sur papier logarithmique, comme 
indiqué dans la Figure 1, oe qui permet d'obtenir une ligne droite; & partir de 
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celle-ci, on peut estimer graphiquement, avec une précision raisonnable, la dose létale 
médiane et autres données statistiques. Si une haute précision est exigée, on peut 
utiliser les logarithmes des doses et les probité pour calculer la position de la 
courbe 2/ • 



2/ D.J. Plnney (1952), Probit Analysis (2eme édition), Cambridge, 318 p. 
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Pifrure i . Traitement statistique graphique des données de dosage-mortalité; 
exemple hypothétique. Voir détails dans le texte. 




U MITES DE DOSAGE 
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Procédé général pour 1m tests de résistance 

Le meilleur moyen d'en expliquer les différents stades est d'utiliser un exemple 
hypothétique, illustré par la Figura 1. 

Eléments de la courbe de référence . Dans cet exemple hypothétique, des lots de 
la souche de référence ont été exposés & 0,25, 0,5, 0,75 «* 1 t° doses unitaires et les 
pourcentages de mortalité résultant sont représentés par des cercles clairs. La morta- 
lité obtenue avec 1,0 unité a été de 100 pour oent, ce qui ne peut ître représenté comme 
une probabilité; aussi ce point est-il représenté par une flèche. La courbe de 
régression "A" est tracée de manière & suivre ces points d'aussi près que possible. Elle 
permet de lire la meilleure estimation (déterminée graphiquement) de la mortalité à 
escompter d'un dosage quelconque. Ainsi, 0,47 unité correspond à une mortalité de 50 
pour cent, c' est-a-dire à la dose létale médiane ou DI^o» Si l'on utilisait la concen- 
tration pour le dosage, l'expression serait CI50Ï enfin, TI50 correspondrait à un temps 
létal médian d' exposition. De manière analogue, on peut estimer d'autres doses corres- 
pondant à 90 pour cent (DL^q), 99 P°ur cent (DIoo,), etc. de mortalité. 

Comme il a été dit, la sensibilité de la souche de référence peut varier avec 
différents facteurs intrinsèques ou extrinsèques. Par conséquent, la courbe de référence 
"A" sera uniquement applicable à des ravageur s se trouvant dans une situation et des 
conditions bien définies. Dans une situation ou des conditions différentes, la courbe 
pourrait se trouver déplacée et devenir, par exemple "B". On supposera, toutefois, que 
la souche résistante sera directement comparable à la courbe de référence "A". 

Contrôle de la résistance . Pour le oontrSle de routine visant à déceler les mani- 
festations de résistance, il est nécessaire d'utiliser une "dose diagnostique". Celle- 
ci est choisie en se référant à la courbe de régression "A" et utilisant celle— oi pour 
sélectionner un dosage offrant une forte probabilité de tuer la totalité des sujets d'un 
échantillon de ravageurs normaux. Il n'y a pas de critère absolu du nombre d'individus 
& utiliser dans un tel échantillon, ni du dosage à employer. Plus le nombre de ravageurs 
de l'échantillon est grand, meilleures sont les chances de déceler la résistance lorsqu'une 
petite proportion seulement de la population est affectée. En général, il convient 
d'utiliser un éohantiloon d'au moins 100 individus si possible. 

En ce qui concerne le dosage choisi, il sera clair qu'un dosage permettant d'escompter 
une mortalité de 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un individu normal 
sur 100; et qu'un dosage correspondant à une mortalité de 99,9 pour cent ne devrait 
épargner qu'un individu sur 1 000. Le niveau inférieur pourra donner & l'occasion de 
faussée indications de résistance, tandis que le niveau supérieur pourra quelquefois 
passer à c3té d'une résistance authentique mais de faible niveau. Quel que soit le 
dosage choisi, le test devrait Stre répété lorsqu'il y a des survivants; et s'il 
continue & y avoir des survivants, il faudra soupçonner une résistance. 
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Détection de la résistance . Bans 1* exemple hypothétique, le ravageur se trouvant 
dans l'état et dans les conditions qui ont produit la ligne "a", une dose diagnostique 
permettant d'eeooopter une mortalité de 99,9 pour cent se situerait à 2,0 unités. Si 
l'état ou la situation du ravageur se sont modifiés en ceux qui auraient produit la 
ligne "f", la dose de 2,0 unités permettrait une survie d'à peu près 5 pour cent. 
Ainsi donc, l'exercice du contrôle dans deB conditions ou un état différents du 
ravageur (par exemple température plus basse ou insectes entrant dans la phase de dia- 
pause) pourrait donner de fausses indications d'une résistance & son début. 

Supposons toutefois que les conditions et l'état du ravageur soient constants et 
que l'on ait trouvé de façon répétée 20 pour cent de survivants à la dose de 2,0 unités. 
Cela constitue un signal d'alerte, indiquant une forte possibilité de résistance. Des 
teste additionnels sont maintenant effectués avec une plus large gamme de dosée, tests 
dont les résultats sont indiqués par des croix dans la Figure 1. On verra que, au- 
dessus de la dose diagnostique, un fort accroissement du dosage ne détermine qu'une 
faible augmentation de la mortalité. La courbe de régression de la population soupçon- 
née ("o") forme un plateau, correspondant à une mortalité d'à peu pris 80 pour cent, 
jusqu'au point où des formes résistantes commencent à succomber. Cette observation est 
conforme au fait qu'il existe 20 pour cent de ravageurs résistants dans la population. 

A noter que si la présence de survivants à la dose diagnostique avait été due aux 
modifications des conditions ou de l'état des ravageurs, il n'y aurait pas eu de plateau, 
car des doses accrues auraient bientSt déterminé une mortalité à 100 pour cent. 

Mesure de la résistance . Il est clairement impossible de tirer une ligne droite 
joignant les résultats des tests effectués avec la population soupçonnée, et l'on ne peut 
pas non plus déterminer logiquement sa DL50 comme on peut le faire avec une population 
homogène (quoique certains chercheurs aient essayé d'évaluer les niveaux de résistance 
de populations de terrain de cette manière). On notera que la dose nécessaire pour tuer 
^0 pour cent de la population suspecte n'a pas beaucoup changé. 

Pour mesurer le niveau de résistance, il est nécessaire d'obtenir une souche résis- 
tante homogène, par sélection au laboratoire. Dans l'exemple hypothétique, on a postulé 
une résistance très élevée, telle qu'indiquée par les résultats des tests qui donnent 
la ligne M-j". Etant donné les limitations techniques de la méthode d'épreuve, il n'a 
pas été possible d'obtenir des taux de mortalité supérieurs à 50 pour cent à peu près. 
Si le niveau de résistance avait été inférieur, correspondant à la ligne "d 2 ", les 
tests effectués avec la population de terrain suspecte auraient commencé à tuer quelques- 
uns des individus résistante de la population aux doses les plus élevées, donnant la 
courbe "c 2 ". 

TestB de résistance croisée . Lorsque l'existence d'une résistance a été confirmée, 
il est clairement souhaitable d'étudier ses caractéristiques de résistance croisée en 
procédant à des essais avec d'autres pesticides. Ce travail, qui suppose dos études en 
laboratoire, devrait faciliter la sélection d'un pesticide de remplacement. 
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Techniques de dosages biologiques convenant pour Ibb essais de résistance 

Les teste de résistance différent fondamentalement dee épreuves de triage rapide 
(gui sont des expériences entreprises pour sélectionner de nouveaux composés & usage 
pssticids); dans les premiers, le perticido est utilisé comme un étalon pour détecter 
les modifications dans les ravageurs, tandiB que dans les tssts ds triage rapide, oe 
sont les ravageurs qui sont utilisés pour évaluer les produits chimiques. Lors ds la 
mise au point de nouveaux pesticides, il est nécessaire, à un stade assez précoce, 
d' essayer les nouveaux composés dans des conditions de terrain simulées afin de se rendre 
compte de leur performance probable dans la pratique, La chose est beaucoup moins 
importante dans les tests de résistance, car il ns s'agit paa d'une évaluatiion du pesti- 
cide; il peut toutefois y avoir quelque avantage a utiliser la marne méthode pour le 
triage rapide et pour le test de résistance. Malheureusement toutefois, les tentatives 
de simulation des conditions pratiques font intervsnir dee facteurs très difficiles à 
normaliser, par exemple feuilles des plantes ou sol» Ces facteurs ne sont pas faciles 
à reproduire dans d'autres laboratoires. En conséquence, pour assurer des conditions 
comparables et reproductibles, les testB de résistance tendent à être assez artificiels, 
et & comporter un traitement avec deB gouttelettes de solutions d'acétone ou une expo- 
sition a des résidus sur papier filtre. Pour les mômes raisons, les pesticides formulés 
du oommeros sont moins satisfaisants que de simples solutions ou suspensions préparées 
par l'expérimentateur. 

Il importe clairement que les résultats ds ces tssts dans des conditions artifi- 
cielles ne soient pas directement convertis à l'usage du terrain; par exemple, en 
calculant une équivalence entre les taux de dépflt sur papier filtre au laboratoire et 
sur le feuillage sur ls terrain. Par ailleurs, uns large utilisation ds oes tssts, 
parallèlement à des observations pratiques sur le terrain, rend souvent possibles cer- 
taines prévisions. Ainsi, la résistance qui se manifeste â un niveau particulier dans 
un test standard sera souvent une indication d'inefficacité du traitement sur le terrain. 

Un test de résistanos doit satisfaire une première exigence qui est la possibilité 
de répétition chaque fois que nécessaire, et une seconde exigence qui est la simplicité. 
La PAO, l'OMS et l'BSA ont toutes tenté de normaliser des tests qui peuvent être effec- 
tués sur les lieux mêmes des opérations ds lutte contre les ravageurs ou à proximité 
de ceux-ci dans de nombreux pays, sans reoourir & des opérateurs hautement qualifiés 
ou a un matériel perfectionné. L'intention originale était d'obtenir des tests à l'abri 
de toute erreur; mais, comme d'aucuns l'ont fait remarquer, les imbéciles sont ingénieux. 
Il est donc devenu évident qu'un certain degré de compétence et d'intelligence est 
indispensable pour produire des résultats valables. Il n'est eBt pas moins nécessaire 
de simplifier les tests autant que possible, ne serait-os que pour gagner du temps. 

Application en gouttelettes 

A l'époque ou les prinoipee généraux des tests de résistance de la PAO ont été for- 
mulés, la méthode à préférer était l'application de gouttelettes d'une solution de 
pesticide à des arthropodes individuels. Csla permet de connaître la dose effectivement 
appliquée & chacun. A l'origine, on avait jugé la méthode trop perfectionnée, mais 
l'emploi croissant de sderoseringuee et des applioateurs autoremplissablss qui sont encore 
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plus «Impies l'ont rendue beaucoup plus facile à appliquer. Il est effectivement 
possible d'appliquer des gouttelettes minuscules à des araignées rougeB par ce moyen, 
quoique à ce niveau cela soit trop exiger pour un test normalisé. On pourra toutefois 
appliquer facilement des gouttelettes d'à peu prés 0,3 fl a un insecte ayant & peu 
prés la taille d'une mouche domestique. Le Tfcbleau 1 montre que la majorité des tests 
recommandés emploient cette teohnique. 

Très souvent, cette méthode est décrite oomme une "application topique", oe qui 
suppose un traitement localisé. Nais, quoique la gouttelette puisse être appliquée à 
un locus spécifique, elle est généralement si grande par rapport à la taille de l'arthro- 
pode traité qu'elle s'étale sur la plus grande partie de son corps. Avec des insectes 
très petits tels que les pucerons, même une gouttelette de 0,3 jil peut être trop grande 
pour être retenue sur le corps du sujet et elle glissera sur le substrat. 

Le liquide porteur était généralement l'acétone qui est inoffensif en petites quan- 
tités, facile à se procurer et possède de bonnes propriétés solvantes. On peut également 
utiliser l'alcool (seul ou mélangé à l'acétone), le 2-éthoxy-éthanol, 1 • êthylméthylcétone 
ou le kérosène. Ce dernier a des pouvoirs dissolvants plus limités. 



Exposition aux résidus sur papier filtre 

Une méthode de traitement des arthropodes de petite taille ou très délicats consiste 
à les forcer à absorber la dose en les confinant sur une surface traitée. Le substrat 
le plus satisfaisant à cet effet est le papier filtre imprégné du pesticide dissous dans 
une quantité fixée d'huile non volatile. La dose absorbée par l'arthropode peut être 
réglée, soit en faisant varier la concentration de l'huile, soit en modifiant la durée 
d'exposition. Lee papiers filtre peuvent être très facilement imprégnés en recourant 
à un solvant volatil (tel que le chloroforme ou l'éther), les détails de l'opération 
étant précisés dans les directives pour le test. Cette méthode est largement utilisée 
par l'OMS et elle a été adoptée par la PAO pour plusieurs ravageurs. 

Les tests portant sur les larves de lucilies du mouton utilisent également des 
résidus sur un substrat de cellulose; toutefois, ils exigent un milieu ambiant de sérum 
et l'huile non volatile est omise. 



3ains et pulvérisations 

L'exposition aux résidus ne convient pas pour quelques arthropodes petits et séden- 
taires que l'on traitera de manière plus satisfaisante en les plongeant dans une prépa- 
ration aqueuse* C'est là la principale méthode utilisée pour les araignées rouges, les 
pucerons et les nymphes d'aleurodes, mais les bains peuvent quelquefois ne pas donner 
entièrement satisfaction; par exemple, il peut être nécessaire de traiter deB feuillos 
infestées qui peuvent être difficiles à mouiller uniformément. En tels cas, deB trai- 
tements par pulvérisation avec la tour de Potter donneront des résultats plus homogènes 
et plus fiables. En conséquence, cette méthode est proposée comme alternative. 
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Aussi bien pour les bains que pour la pulvérisation, la préparation aqueuse de 
pesticide est obtenue en dissolvant le produit ohimique pratiquement pur dans un mélange 
d'acétone et d'aloool et en ajoutant une petite quantité de cette préparation à de l'eau 
contenant un agent mouillant. Loraqu'il n'est pas possible de préparer une suspension 
de cette manière, on peut utiliser une formulation commerciale, mais les résultats ainsi 
obtenu s ne seront pas comparables avec les données obtenues par la méthode décrite plus 
haut; ni peut-8tre avec les résultats obtenus avec un autre produit commercial. 



Tests divers 

Les acariens des denrées en magasin sont placés dans des récipients contenant du 
blé dans lesquels on a ajouté des quantités standard de poudre acaricide. Lee taux de 
mortalité sont évalués au bout de 14 jours. 

Les tests de résistance aux fumigants exigent un équipement assez spécialisé pour 
produire des atmosphères discontinues contenant des concentrations standard de bromure 
de mêthyle ou de phosphine. Les coléoptères des denrées en magasin sont exposés au 
premier pendant 5 heures ou à la seconde pendant 20 heures. 

Pour déterminer la résistance des rongeurs aux poisonB antiooagulants, on administre 
à des rats des rations alimentaires contenant une concentration standard du rodent ici de 
pendant des nombres de jours différents. On peut ainsi déterminer la période d'alimen- 
tation diagnostique qui est létale pour les rats normaux. 
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METHODES D'EPREUVE 
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METHODE POUR LES ADULTES DES HYLEMYA SPP. 
ET DE LA MOUCHE DES CAROTTES (Psila rosae ) - Méthode PAO Ho. 2 

Sommaire de la méthode 

On recueille des larves ou des pupee, les élève en laboratoire et teste les souches 
adultes quand elles ont de deux à cinq jours. La solution insecticide est appliquée 
localement aux individus de groupes de 20 femelles, après immobilisation par le gaz car- 
bonique, et Isb mouches traitées sont conservées pendant 24 heures avant d'évaluer la 
mortalité. 

Une répétition comprend normalement cinq groupes exposés à cinq concentrations 
d'insecticide formant une série géométrique, et un sixième groupe témoin exposé au 
solvant de l'insecticide seul. Les courbes de régression sont normalement obtenues 
en portant la mortalité en regard des doses sur du papier à probabilité logarithmique. 
Les données de référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue 
& partir de laquelle il est possibls de sélectionner une concentration diagnostique 
pouvant être utilisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons 
du ravageur. La présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indi- 
quant l'apparition probable d'une résistance et la nécessité de procéder à des essaie 
plus poussés. 

Matériel et produits 

Cages d'élevage . De 60 x 60 x 60 centimètres: décrites à l'annexe 3. 

Cages de maintien en captivité . Elles sont constituées par des tubes en verre ou 
en plastique, d'environ 12,5 cm ds long et 4,5 om de diamètre, comme ceux utilisés dans 
le nécessaire d'épreuve OMS pour la détermination de la sensibilité ou de la résistance 
de s moustiques adultes aux insecticides \J '. Les extrémités sont fermées avec de la gaze, 
maintenue en place par des anneaux de caoutchouc. On utilise des tubes transparente 
pour faciliter les observations. 

Salle d'ineectanum . Conditions de température et d'humidité relative maintenues 
aussi près que possible des valeurs optimales spécifiées à l'annexe 3. 

Airp d'épreuve . Pièce avec température et humidité relative maintenues dans les 
limites de 20 + 2° C et 50 - 60 pour cent rsspsctivement. Eclairage continu. 



1/ Organisation mondiale de la santé, 1963, Tech. Rept. Ser. Ho. 265, 42 p. 
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Réactifs, etc . Bouteille de gaz carbonique commercial, munie de rallonges tabu- 
laires & valves de réduction et de contrôle pour anesthésie. Acétone pur pour analyse 
(RA). 2-éthoxyéthanol (éther monoéthylique du glycol) pur par analyse (RA). Solution 
de saccharose, 5 pour cent (p/v). Insecticides appropriés (voir aussi annexe 4). 

Matériel pour applications topiqueB . Il faut prévoir au moins une, et de préfé- 
rence six seringues à contrôle mi c rots étriqué ou micropipettee en verre pouvant donner 
d'une façon précise 0,5 microlitre de solution insecticide. 

Collection, identification et élevage 

Les insectes d'épreuve, larves ou pupes, doivent être recueillis sur une superficie 
représentative de cultures infestées (annexe 1) ou du sol adjacent aux racines infestées, 
identifiés (annexe 2) et conservés pour l'émergence. Les adultes doivent 8tre élevés 
comme indiqué à l'annexe 3. Pour réduire au minimum les effets de la diapause, les 
larves ou pupes doivent être recueillies aussi t8t que possible dans la saison. Il y 
a lieu de retenir des pupes de taille uniforme, s'il y en a en quantité suffisante. 
Lorsque l'on a à recueillir des pupes en diapause, il importe de consulter la littéra- 
ture technique pour connaître les conditions convenant le mieux A leur développement 
ultérieur en laboratoire, par exemple pour Rylemya brassicae voir Coalcer et Wright 2/. 



Solutions tests d'insecticide 

Ces solutions doivent être fraîchement préparées ou être prises dans une réserve 
conservée dans des conditions convenables. La concentration de la solution mère est cal- 
culée en partant des doses létales médianes approximatives indiquées à l'annexe 4. 
Les solutions plus diluées sont préparées en ajoutant un volume égal de solvant & une 
partie aliquote convenable de la solution mère pour donner deux doses au-dessus et deux 
doses au-dessous de la dose létale médiane (DLr,^). Un essai préliminaire avec la DI^5 
peut amener & utiliser une série plus importante de doses pour obtenir une gamme raison- 
nable de réactions (par exemple une mortalité de 10 A 90 pour cent). Il y a lieu alors 
de préparer une solution mère plus concentrée. On recommande comme solvant l'acétone, 
sauf dans le cas de Psila rosae . espèce pour laquelle il est indiqué d'utiliser le 2- 
éthoxyéthanol, moins toxique. 

Exposition A l'insecticide 

Il y a lieu d'utiliser des mouches adultes âgées de deux A cinq jours, ayant reçu 
avant le test une solution de Baccharose A 5 pour cent ad libitum . Chaque répétition 
doit comprendre six groupes d'au moins 20 mouches femelles, soumis respectivement aux 
cinq doses sérielles (annexe 4) et au solvant seulement (témoin). Il est souhaitable 
d'avoir au moins deux répétitions. 

Lorsqu'on ne peut disposer d'un nombre suffisant de mouches, on peut utiliser la 
technique de la dose discriminante unique, maiB en n'employant pas moins de 20 femelles 
pour le test A la Dly] estimée et pas moins de 10 femelles pour un test témoin. 

2/ Coaker, T. H. et Wright, D.W., 1963, Annal, appl. Biol . v. 52, 337-343 
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Les mouches doivent être immobilisées au moyen de gaz carbonique pour faciliter la 
manipulation et la séparation des sexes. Le sexe peut être facilement reconnu chez les 
Hylemya par les dimensions des yeux (développés chez le mâle, petits chez la femelle), 
et chez Psila rosae par la forme de l'abdomen (pointu chez le mâle, arrondi chez la 
femelle). Pour éviter les effets toxiques du gaz carbonique, les mouches ne doivent 
pas 8tre maintenues sous anesthésie pendant plus de 30 minutes. 

On applique une goutte de 0,5 ^il sur la partie dorsale du thorax de chaque mouche 
au moyen d'un micro-applicateur. L'ordre du traitement doit être inversé pour chaque 
répétition, de façon que le groupe de mouches témoins soit maintenu sous anesthésie 
aussi bien pendant des périodes longues que des périodes courtes. Ceci est particu- 
lièrement important quand on ne dispose que d'un seul micro-applicateur. 

Maintien et captivité et mesure de la réaction 

Lee insectes traités sont délicatement transférés dans une cage numérotée située 
dans la pièce d'épreuve. On relevé le pourcentage de mortalité 24 heures après le 
traitement, en retenant comme critère de "mort" l'incapacité pour les insectes de voler 
ou de marcher. 

Si l'on trouve des insectes morts ou moribonds chez les témoins, les pourcentages 
de mortalité sont A corriger par la formule d'Abbott \ Les résultats doivent être 
re jetés si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 



Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les 
souches sensibles, la méthode pertinente doit Stre répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de 
mortalité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier & 
probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) 
les courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL50 (ou CL50) et 
autres doseB critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle courant, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit & partir des données de référence en 
se servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter 
un tel échantillon ni quant & la dose ou concentration à employer. Plus les insectes 
testés sont nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance A un stade ou seule 
une petite partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser 
si possible un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 



Voir "Contrôle et détection de 1r résistance. Principes généraux", p. 3 
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En ce qui concerne la dose diagnostique, il eat «vident qu'un traitement qui est 
c*nsé ^traire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire & 99,9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 
1 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que 
la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible* 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les 
mesures de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruc- 
tion. Il n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants 
dépasse 1 pour cent, ce qui peut ttre vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité 
d'observer plus de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progres- 
sivement avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
les insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper & son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivante commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses dépassant 
les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la courbe 
de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habituellement, 
seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. A ce 
stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la propor- 
tion des insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer le 
pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accroisse- 
ment de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué d'un* 
façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, en 
laboratoire. On peut, néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doaes ou concen- 
trations nécessaires pour tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la 
population sensible connue, d'une part, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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ANNEXE 1 

Liste des nome communs et scientifiques;]/ de 
Hylemya spp. et de Peila rosae et cultures infestées 



2/ 

Hyl emya florilega (Zett.)^- H. liturata (meig. ) - H. trichodactyla (Rond.) 

Plantes cultivées notes ; crucifères, oignon, pois, haricot, nais, avoine, tabac 

Mouche du chou^, Hylemya (Erjolschia ) brassicae (Bouché) 
Plantes cultivées hâtes ; crucifères 

Mouche de l'oignonr^, Hylemya antique (Meig.) 
Plantes cultivées notes ; oignon, poireau 

Hylemya planipalpie (Stein) 

Plantes cultivées hStes : radis, chou, chou-fleur, navet 

Mouche grise des semis^, Hylemya platura (Meig.) - H. cana (Macq. ) - g. cilicrura (Rond.) 
Plantes cultivées hôtes; crucifères, oignon, pois, haricot, avoine, maTs, tabac, 

pomme de terre 

2/ 

Mouche du navet^ , Hylemya floralis (Hall.) - H. crucifera (Huck.) 
Plantes cultivées h3tes ; crucifères 

Mouche de la carotter^, Psila rosae (Pab.) 

Plantes cultivées hôtes ; carotte, céleri, panais 

Comme autres vers de mouches attaquant les racines qui sont à considérer avec ce groupe, 
il y a lieu de citerj 



(Hied. ) 




Mouche des narcisses, Merodon e que strie (Pab.) 

Plantes cultivées hôtes : narcisse, jacinthe 

TctanopB myopaeformis (R&der) 

Plante cultivée hSte : betterave sucrière 

2/ Etats-Unis. Department of Agriculture, 1965. A catalogue of the Diptera of America north 
of Moxloo . Washington, P.C. United States Agrioultural Research Service, Agricultt 
Handbook No. 276. 

gj Espèce connue comme résistante aux insecticides organochlorés en Amérique du Nord 



2 

Identification de Hylemya spp. et de Psila rosael/ 

L'identification des adultes du genre Hvlemva . qui exige la connaissance de la dispo- 
sition des soies, est extrêmement difficile. Les caractéristiques morphologiques des la 
larves du second et du troisième âge offrent cependant un moyen de distinguer les espèces. 

Les larves des Hylemya spp. ont des tubercules apparents sur le segment postérieur, 
avec des stigmates aéparés dans une légère dépression ouverte (Figure 1). Les espèces 
peuvent être identifiées par la disposition des tubercules, les stigmates postérieurs et 
le nombre de divisions des stigmates antérieurs. 



1/ Brooks, A.R., 1949- The identific ation of the commoner root maggots of ftarden crops 
in Canada . Canada Dept. Agr., Div. Ent. (Multicopié) 
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face dorsale 




foce ventrole 






Figure 2. Caractéristicfues de la partie postérieure de la larve de 
De gauche a droite: vucb dorsale, latérale et ventrale. 




Figure 3. Caractéristiques de la partie postérieure de le. larve de ib'lenyya braseje^c . 

De gauche a droite: vues dorsale, latérale et ventrale; stigmate antériour 
et plaque sticraatiquo avec bouton. 




Figure Caractéristiques de la partie postérieure de la larve de Kylctqya antiqua . De 
gauche à droite: vues dorsale, latérale et ventrale; 3tigraate antérieur et 
plaque etiginatique eano bouton. 
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1. H. florilega . Tubercules x petits et séparés; tubercules a et b longs, triangu- 
1 air «8, généralement oontlgus à la base; tubercule a plus large que long (Figure 2). 

2. Mouche du chou, g. braeaicae . Tubercule x absent; plaque Btigmatique postérieure 
avec un bouton; tubercule a partiellement divisé (Figure 3). 

3. Ht planipalpia . Semblable à H. brassjcae . La distinction des espèces au stade 
adulte est basée sur la taille et le nombre des soies existant sur le fémur arrière des 
mâles et but le tibia de devant des femelles 2/. 

4. Mouche de l'oignon, H. antigua . Tubercule x présent; tubercule a unique; plaque 
Btigmatique postérieure Bans bouton; stigmates antérieurs avec 10-14 divisions (Figure 4). 

5. Mouche grise des semis, H. platura . Tubercule x présent; tubercule a unique; plaque 
stigraatique postérieure sans bouton; stigmates antérieurs avec 6-8 divisions; tubercules 
du segment postérieur petits; tubercules a et b bien séparés (Figure 5)» 




Figure > Cp-ractôristiqurR de la ps.rtic postérieure de lr larve de Hyleny.'a platura . De 
Couche h droite: vues dorsal:-, latérale et vcntrr.lo; ntipiate antérieur et 
plrv-uo sti-T3r.tiquo sans bouton. 




Ficurcs 6. Cr.rc.ct Sri «tiquer de la partie poetéricure de iî,--lerqya florr.lis . De cauchc & 
droite: vues dorsal", latérale et ventral.-. 



2/ Brooks, A.R., 1931* Identification of root maggote (Diptera-Anthomyiidae) attacking 
cruciferous garden crops in Canada with notes on biology and control. Canadian Sntomol . 
83(5)»109-120 
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6. Mouche du navet, H. floralis . Tubercule x absent; disposition des tubercules conme 
chez H. platura . sauf que les tubercules ventraux du segment postérieur sont développés; 
tubercules a er b partiellement unis (Figure 6). 

7. Mouche de la carotte, Pslla rosae . La larve, pratiquement incolore & la naissance, 
passe graduellement au blanc oreme et au jaune paille & maturité quand elle atteint 8 mm 
de long* Le corps a 13 segments. La tête, finement pointue, possède une paire de 
sclérites mandibulaires noires. Le segment postérieur obtus a des stigmates de couleur 
noire. 



ANNEXE 3 

Elevage en masse deB Hylemya spp. et de Psila rosae 

Les adultes sont maintenus dans des cages mesurant approximativement 60 x 60 x 60 
cm, avec des faces supérieure et latérales en verre ou plastique transparent, arrière 
constitué par un treillis en plastique et une petite porte percée dans une porte plus 
grande à l'avant. La petite porte, qui est aussi en treillage de plastique, permet 
la circulation de l'air et sert d'orifice pour introduire la nourriture. La grande 
porte est utilisée pour introduire ou enlever les plateaux ou les boîtes d'ovi position. 

La nourriture des adultes peut être placée dans deux plats peu profonds, l'un con- 
tenant une solution de saccharose à 10 pour cent dont on a imprégné de l'ouate de coton, 
et l'autre un mélange sec de levure de bière, hydrolysat de levure (Teastrel, par 
exemple) et farine de soja dans les proportions de 3:1:3* Il est souhaitable d'avoir 
au moins 100 mouche b par cage. 

Les conditions de la salle d'élevage des mouches doivent être maintenues aussi près 
que possible des valeurs optimales ci-après: 



Conditions optimales d'élevage de Hylemya spp. et de Psila roBae 



H. florilega H 
et 

S- 



de jour 24° C 22° C 25° C 18 C 

de nuit 21° C 19° C 23° C 18° C 

Photopériode 16 h 18 h 16 h 16 h 

Humidité relative 50-75 % 60-75 i> 50-65 % 40-50 % 



Les conditions n'ont pas été précisées pour H. floralis ni pour H. planipalpis . La 
première est une espèce univoltine dans les conditions naturelles, et son habitat paraît 
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limité aux zones tempérées septentrionales. De oe fait, la température d'élevage sera 
plus faible que pour H. antique, (probablement 18 à 21° Q* f tandis qu'une photopériode 
de 16 h et une humidité relative de 50 - 60 pour cent devraient ttre suffisantes. 

H. pl&nipalpis a plusieurs générations par an, et se reproduit peut-être d'une façon 
continue sans diapause, puisque son aire de répartition comprend la Californie. Les 
conditions d'élevage analogues à celles indiquées pour H. antiqua devraient convenir. 

Pour fournir des emplacements convenables au dépSt des oeufs et une nourriture suf- 
fisante pour le bon développement des larves, on recommande les préparations suivantes: 

H. florilcga et H. platura l/ 

Dans une boîte à ice-cream en carton (-£- litre), remplie au tiers avec un mélange de 
sable et de tourbe placer cinq ou six cubes de pomme de terre de 2-3 cm; reoouvrir 

avec une ptte de farine de soja, levure de bière et farine de blé (1 :1 :1 )} remplir aux 
deux tiers avec le mélange sable/tourbe; semer 10-15 graines de pois nain et environ 20 
grains d'avoine; recouvrir d'une légère couche du mélange sable/tourbe et maintenir 
humide. Au bout d'une semaine au plus, placer le récipient à oviposition dans une cage 
d'élevage. 

H. brassjcae et H. floralis 2/3/4/ 

On plante trois ou quatre petits plants de rutabaga, d'un poids frais total de 2 kg 
environ, dans des plateaux (40 x 20 x 10 cm) remplis aux t rois-quarts avec un mélange 
sable/tourbe. Cette quantité de nourriture permet le développement normal de 400 larves 
environ. 



l/ Harris, C.R., H.J. Svec et J.A. Begg, 1966. Nass rearing of root maggot under controlled 
environmental conditions; seed-corn maggot^ Hylemya cilicrura; bean eeed fly/ H. liturata i 
Suxesta notata ; and Chaetopg.ia sp. J. econ. Entomol .. 59*407-410 

2/ Finch, S. et T.H. Coaker, 1969. A method for the continuous rearing of the cabbage root 
fly Erioischia brasBicae (Bch.) and sorae observations on its biology. Bull, ent. Res .. 
58(3):619»627 

}J Harris, C.R. et U.J. Svec, 1966. Mass rearing of the cabbage maggot under environmental 
conditions, with observations on the biology of cyolodiene- susceptible and résistant 
strains. J. econ. Entomol .. 59 s 569-573 

4/ Rend, D.C., 1965. Rearing root maggots, chiefly Hylemya orasaicae (Bouché) (Diptera: 
Anthomyiidae), for bioassay. Can. Entomol .. 97H35-141 
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H. anticjua 

Des plateaux du modèle indiqué ci-dessus sont plantés avec des bulbes d'oignon divisés 
en quatre. Lorsque les pousses ont 7-6 on de haut, les plateaux sont placés dans la cage 
d'élevage pour l'ovipoBition. Ils sont enlevés au bout de quatre jours environ, et on 
laisse les larves se développer. Il faut ajouter périodiquement des oignons frais, pour 
obtenir des larves en bonne santé et bien développées. 

Psilarosae 6/ 

Les plants de carotte venant en pot constituent des emplacements d'oviposition idéal s. 
On plante dans le mélange sable/tourbe les 7-8 on supérieurs d'une carotte, qu'on laisse se 
développer jusqu'à ce que les feuilles aient 7-8 cm. On enlève, à des intervalles de trois 
à quatre jours, 1-2 en de la partie superficielle du mélange, que l'on répand à la surface 
de grands récipients contenant plusieurs carottes enfoncées dans un nélange sable/tourbe, 
et que l'on recouvre ensuite d'une quantité supplémentaire de sable/tourbe. Le nélange 
doit être maintenu à l'état hunide. 



5/ Nienczyk, H.D., 1964. Hass rearing of the onion 

econ. Entomol . f 57+57-60 



laboratory conditions. J. 



6/ McClanahan, R.J. et H.D. Wienczyk, 1963. Continuons rearing of tne carrot rust fly. 
Psj^rosae (i*b.). Canadian Entomol .. 95:827-830 ' 
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Solutions mères et dilutions sérielles proposées pour 
leB tests préliminaires avec Hylemya spp. et Psila roaae 



Insecticide 


Solution mèrer^ 
Poids (mg) 
d'insecticide 
à dissoudre 
dans 100 ml de 
solvant 


Poids (pg) d'insecticide dans la 
dose de 0,5 _ul de solution par insecte 


Dilutions 


Solution 
mère 


1re 




3e 


4e 


Carbaryl 


640 


3,20 


1,60 


0,80 


0,40 


0,20 


DDT 


64 


0,32 


0,16 


0,08 


0,04 


0,02 


Diasinan 


8 


0,04 


0,02 


0,01 


0,005 


0,0025 


Dieldrin 


8 


0,04 


0,02 


0,01 


0,005 


0,0025 


Lindane 


32 


0,16 


0,08 


0,04 


0,02 


0,01 


Halathion 


16 


0,08 


0,04 


0,02 


0,01 


0,005 



yj Les dilutions sérielles sont préparées en ajoutant 50 ml de solvant & 50 ml de 
la solution mère ou à la solution voisine la plus concentrée et en mélangeant. 



2/ Approximativement dose létale médiane. 
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METHODE POUR LES LARVES DE Cnllo auppressalls WALKER 
Méthode PAO Ho. 3 



Résumé 

On récolte dans les champs des larves, nymphéa ou adultes de Chilo suppr essai la . et 
on élevé au laboratoire les larves et nymphes jusqu'au stade adulte. Les larves prove- 
nant des oeufs obtenus sont élevées jusqu'à ce qu'elles aient atteint leur complet 
développement, après quoi il est procédé au teBt par application topique de solution 
insecticide sur les larves individuelles. On traite des lots de 30 larves à 5 doses 
différentes, plus un témoin, et on détermine la mortalité 48 heures plus tard. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en 
regard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de 
référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de 
laquelle il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant Stre 
utilisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. 
La présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition 
probable d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Cages d'élevage, etc . Petits flacons ou bocaux pour l'élevage des larves et épr cu- 
vettes d'environ 2 litres doublées de parafilm (papier fin glacé et transparent) destiné 
à retenir les insectes pour la ponte. On trouvera à l'annexe 1 les détails dont on 
pourra avoir besoin en ce qui concerne les méthodes d'élevage et les régimes artificiels. 

Cages de maintien en captivité . Bottes de Pétri, aux fonds garnis de parafilm. 

Salle d'insectarlum . L'élevage doit être conduit & 28 - 30° C dans des conditions 
de jour long (16 heures d'éolairement/8 heures d'obscurité), en vue de prévenir la 
diapause (les larves en diapause ne conviennent pas pour effectuer les tests, la sensi- 
bilité à certains insecticides étant différente aux stades de diapause et de non-diapause). 

o 

Lieu du test . On peut utiliser une pieoe dont la température est de 28 - 30 C 
environ. Le degré d'humidité n'est pas très important. 

Réactifs, eto . Acétone pur pour analyse. Insectioides, d'une pureté de 95 pour 
cent au moins, suivant les besoins (voir aussi annexe 2). 
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Appareil d'application topique . Au moins une seringue & contrSle micrométrique 
ou une micropipette en verre, pouvant fournir avec précision 1 microlitre de solution 
insecticide. 



Colleote des spécimens et élevage 

Lee larves et nymphes peuvent être reoueillies sur les plants de riz infestés, les 
adultes capturés au moyen de pièges lumineux. Larves et nymphes sont conservées pour 
l'obtention d'adultes, que l'on place dans les chambres d'émergence et de ponte décrites 
à l'annexe l(o). Les oeufs ainsi obtenus sont introduits dans des milieux alimentaires 
artificiels ou placés sur de jeunes plantules de riz (voir annexe l(b)) t ces dernières 
étant en général à préférer. La sensibilité des larves aux insecticides peut varier 
suivant la composition du régime. Bien que l'on ne connaisse pas très bien les rapports 
existant entre la composition de l'alimentation et la sensibilité aux inseoticideB, il 
est indiqué à l'annexe l(a) un mélange alimentaire artificiel. Les teste de résistance 
devraient, évidemment, être toujours comparés avec leB données de référence obtenues 
dans le cas de larves sensibles élevées sur le même milieu. 

Solutions tests d'insecticide 

L'insecticide est dissous dans de l'acétone de façon à obtenir une solution mère à 
1 pour cent poids/volume. On prépare les dilutions sérielles appropriées, en utilisant 
un facteur de 1/2 ou 1 . L'annexe 2 donne les indications nécessaires pour obtenir 



approximativement la gamme de concentrations a utiliser pour les tests aveo des Bouches 
sensibles. Pour la plupart des insecticides organochlorés et pour certains insecticides 
organophosphorés, on utilisera une série avec facteur de dilution 1/2, et pour quelques 
inBecticidea organophosphorés une série 1 . Dans le cas de nouveaux insecticides, il 

est recommandé d'effectuer une série de en utilisant 

des dilutions 1/10. 

Exposition à l'insecticide 

Il importe d'utiliser des larves parvenues & complet développement ne pesant pas 
moine de 70 mg et de taille uniforme. Le poids corporel moyen sera déterminé en pesant 
3 lots de 10 larves? le chiffre trouvé devra figurer sur le bulletin de compte rendu. 

Les tests sont effectués avec 5 doBes d'insecticide, plus un témoin (solvant seu- 
lement), chaque traitement devant porter au moins sur 3 lots de 10 larves. 

On applique une dose de 1 ul sur la partie dorsale du thorax de chacune des larves, 
au moyen d'un microapplicateur. Dans le cas dee insecticides cristallisés ayant des DL50 
supérieures à 100 )ig/g, il peut être nécessaire de porter la dose & 2 >il au moins car la 
concentration requise pour l'application de 1 yl est supérieure à 1 pour cent et une 
cristallisation peut se produire a la pointe de l'aiguille. LeB doBes doivent 8tre 
appliquées dans l'ordre des concentrations ascendantes, de la plus faible (témoin) a 
la plus élevée. 
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Maintien en captivité, mesure et relevé de la réaction 

Chaque lot de 10 larves traitées est placé dans un récigient en verre, par exemple 
une boîte de Pétri, garni de parafilm, et oonservé à 28 - 30 C dans des conditions de 
jour long pendant 72 heures. On relève alors le pourcentage de mortalité. Outre 
les larves immobiles et visiblement moribondes, on considère comme mortes celles qui 
ne peuvent ramper normalement. 

Si l'on observe des larvée mortes ou moribondes parmi les témoins, les pourcentages 
de nortalité doivent être corrigés par la formule d' Abbott l/. Les résultats sont à 
rejeter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les sou- 
ches sensibles, la méthode pertinente doit 8tre répétée jusqu'à dix fois, Belon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés et les chiffres de morta- 
lité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier & proba- 
bilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes 
de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^q (ou CL^q) et autres dosée critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle courant, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une dose 
ou concentration diagnostique. On la choisit & partir des données de référence en se ser- 
vant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon d'insectes 
normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être détruit. Il 
n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un tel échantillon, 
ni quant & la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont nombreux, 
plus on a de chances de déceler la résistance à un stade où seule une petite partie de la 
population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible un échantillon 
d'au moine 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99,9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 

I 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que 
la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les 
mesures de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. 

II n'y aura lieu de suspeoter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 
pour cent, ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer 
plus de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec 
chaque répétition. 



1/ Voir "Contrôle et détection de la résistance. Principes généraux", p. 3. 
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Il importe de souligner que oe point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, a la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs 
ne sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de 
se tromper & son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître régu- 
lièrement dans les tests de diagnostic, oela constitue une sérieuse présomption de 
résistance. Bans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme 
de doBes dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. 
La forme de la oourbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complé- 
mentaires. Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est 
résistante au début. A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au 
niveau correspondant à la proportion des insectes sensibles existant dans la population, 
ce qui permet d'estimer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance 
(c'est-à-dire 1' accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) 
ne peut être évalué d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène 
à une souche sensible, ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. 
On peut, néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations néces- 
saires pour tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible 
oonnue, d'une part, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests 
aveo d'autres insectioides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, 
devrait faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 



ANNEXE 1 

Méthodes d'élevage de Chilo suppressalis 
a) Alimentation superficielle 



Produits: 










50,0 ml 


Son de blé 


2,0 g 


Gélose 


1,0 g 


Mélange de sels de Wesson 


0,2 » 


Cellulose 


1,0 " 


Cholestérol 


0,02" 


Glucose 


o,5 " 


Chlorure de oholine 


0,1 » 


Saccharose 


0,5 " 


Ascorbate de sodium 


0,2 » 


Caséine 


1,5 • 


Pormaline a 1 


2,0 ml 


Levure sèche 


1,0 






Les ingrédients 


secs, & 1' 


'exception de 1 'ascorbate de sodium, 


sont placée 



un flacon d'élevage de 200 ml stérilisé, et on ajoute une solution aqueuse de chlorure 
de choline. Les flacons renfermant ces produits sont passés à l'autoolave pendant 30 
minutes à 112° C. Après retrait du stérilisateur et refroidissement à moins de 55° C, on 
ajoute une solution d'asoorbate de sodium dans la formaline & 1 pour cent . Un flacon 
ainsi préparé permet à 30 - 40 larves de se développer jusqu'au stade nymphal. Nourrie 
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sur oe milieu, la Bouche japonaise Shonai de Chjlo suppreBB&liB demanda, pour atteindre 
le stade de complet développement larvaire à partir de l'écloeion, 15-16 jours, à 30° C 
et 20 - 21 jours & 25° C. La souche Saigoku a besoin d'une période de 40 pour cent plu* 
longue. 

b) Jeunes plantules de ri* 2/ 

On fait germer 50 graaunes de semences de riz dans un bocal (10 om de diamètre z 
10 cm de profondeur) et on libère sur le tapis de plantules 50 larves néonates. Apres 
que celles— ci se sont alimentées pendant 10 jours environ, on les transfère dans un 
autre bocal de plantules fraîches. 

c) Cages de ponte pour les adultes 

Pour constituer une cage pour adultes, on renverse sur une surface plane un grand 
bêcher en verre ou une éprouvette (de 2 1 environ de capacité). Les parois de l 1 6* prou- 
vât te sont doublées de parafilm. Des lots de 30 nymphes sont placés dans une botte de 
Pétri ouverte, que l'on double aussi de parafilm, et que l'on introduit sous la cloche 
de verre. Si l'humidité de la pièce est faible, il est oonseillé d'ajouter un morceau 
d'ouate de coton mouillé à la botte de nymphes. 

Après émergence et accouplement, les adultes déposent leurs oeufs sur le parafilm 
recouvrant les parois. La ponte est stimulée si l'on supprime la lumière, par exemple 
en recouvrant les éprouvettes. Les adultes ne vivent que quelques jours, et ne demandent 
donc pas à être alimentés. 



2/ Sato, Tasuo, 1964. A simple technique for maes rearing of the rioe stem borer on 
rice seedlings. Japanese J. appl. Ent. Zool .. 8» 6^10 
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ANNEXE 2 

Dilutions proposées pour teBter les 
sensibles et DI^ Q approximatives pour 
insecticides 



Concentration 



Insecticide 



1,6 


16 


0,8 


8 


0,4 


•1 


0,2 


2 


0,1 


1 



-HCH 



ye/e 

de poids corporel 



30 à 50 



0,08 

0,04 

o, ■).: 



0,01 
0,005 

0,0025 



0,8 
0,4 
0,2 



0,1 
0,05 

0,025 



parathion, fenthion, 
malathion, fénitro- 
thion, EPîf, diaai- 
non, diméthoate, 
trichlorfon 



1 a io 



raéthyl parathion, 
mévinphos, azinphot 
méthyle 



0,5 & 1 
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METHODE POUR LES ADULTES DE "HEPHOTETTIX CINCTICEPS " UHLER 

Méthode PAO N° 5 



Sommaire de la méthode 

On récolte dans les champs des adultes et des nymphes de Nephotettix cincticeps 
Uhler, et on les conserve au laboratoire & la température de 27 C, en les alimentant 
avec des plantules de riz. 

Il est préférable d'utiliser pour les testB des femelles adultes de seconde géné- 
ration, mais si nécessaire, on peut élever des nymphes récoltées dans les champs jusqu'au 
stade adulte et les utiliser à ce moment. On expose des lots de 5° (5 répétitions de 
10) à des doses sérielles d'insecticide dissous dans de l'acétone, en appliquant des 
gouttelettes de 0,5 pil au moyen d'une microseringue. On détermine la mortalité 24 
heures plus tard. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en regard 
de la concentration but du papier à probabilité logarithmique. Les données de référence 
sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de laquelle il 
est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant 8tre utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans deB échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité de procéder & des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Cages d'élevage . Elles peuvent être constituées par un cadre de bois, recouvert 
d'un treillis en fil de fer ou en plastique (50 - 60 mailles). La cage doit avoir appro- 
ximativement les dimensions suivantes: 40 x 30 x 40 centimètres de hauteur. Une telle 
cage permet d'élever 1 000 insectes environ. Le fond doit être recouvert par deux pla- 
teaux plats, de 2 à 3 centimètres environ de profondeur et de 350 & 400 centimètres 
carrés environ (par ex. 15 x 25 cm) de surface, et doit 8tre de préférence en plastique, 
avec dessus transparents et amovibles. 

Capcc de maintien et de captivité . On doit mettre à la disposition de chaque groupe 
de 10 adultes traités cinq plantules de 3 a 5 centimètres de haut, aux racines recou- 
vertes de coton humide. On peut aussi utiliser comme cage de maintien en captivité 
une boîte de Pétri, de 7,5 centimètres de diamètre; dans ce cas, il est nécessaire de 
recouvrir le fond avec du papier filtre humide, sur lequel on place cinq plantules de 1 
à 2 centimètres de haut. 

o 

Salle d'inoectarium . L'élevage doit être effectué à une température de 27 + 3 C, 
une humidité relative de 40 à 80 pour cent et un éclairage de jour long (16 heures de 
lumière et 8 heures d'obscurité). 



Copyrighted material 



39 



Aire d' épreuve . Le lieu du test doit ftre maintenu a la température de 20 à 25 C. 
Le degré d'humidité n'est pas trfts important. 

Réactifs . Acétone de qualité analytique (AR). Insecticides d'une pureté d'au 
moins 95 pour cent (voir aussi annexe 2). 

Appareil d'application topique . Il faut prévoir au moins une seringue à contr31e 
micrométrique pouvant donner avec précision des gouttes de 0,5 fl» On devrait cependant 
pouvoir disposer de seringues supplémentaires, pour éviter des retards en cas de casse. 

Collecte des spécimens et élevage 

Les adultes et les nymphes de N. cincticeps doivent être récoltés sur le terrain avec 
un filet, et élevés sur plantules de riz. En principe, il y a lieu d'utiliser pour leB 
tests les adultes de seconde génération provenant des insectes récoltés sur le terrain 
mais, si nécessaire, on peut employer des nymphes recueillies au champ et élevées en 
laboratoire jusqu'au stade adulte. Dans tous les cas, on indiquera clairement sur le 
bulletin de compte rendu, l'origine des adultes utilisés dans les tests. On trouvera à 
l'annexe 1 les détails de la méthode d'élevage permettant d'obtenir en grand nombre les 
insectes destinés à l'épreuve. 



Solution tests d'insecticides 

Les insecticides sont dissouB dans de l'acétone de façon à obtenir des solutions mores 
& 1 pour cent poids/volume. Si l'insecticide n'est pas assez so lubie dans l'acétone, 
on peut utiliser un autre solvant analogue, ce qui devra être mentionné dans le compte 
rendu. On prépare ensuite les dilutions sérielles appropriées, en utilisant un facteur 
de dilution 1: _ ou ti * , L'annexe 2 donne les indications nécessaires pour obtenir 

2 vT 

la gamme des concentrations requises pour les tests avec des soucheB sensibles, pour divers 
types d'insecticides. Dans le cas de nouveaux insecticides, on peut effectuer des tests 
préliminaires avec une large gamme de concentration en utilisant des dilutions au 1:10. 



Exposition à l'insecticide 

Seules les femelles adultes sont utilisées pour les tests. Elles doivent être traitées 
3 à 7 jours après l'émergence, et avoir une taille uniforme (poids corporel: 4 à 6 nûlli- 
crammes). Le poids corporel moyen des sujets, qui est déterminé on pesant un lot de plus 
de 30 adultes, doit figurer sur le bulletin de compte rendu. Cliaque teBt doit porter but 
un lot de 300 adultes au moins, et comprendre 5 répétitions de 10 adultes au minimum pour 
chacune des 5 doses sérielles plus un témoin (solvant seulement). Il est souhaitable d'effec- 
tuer des répétitions supplémentaires. Les Bujets peuvent être anesthésiés par réfrigération 
ou au gaz carbonique, en vue de faciliter leur manipulation (voir aussi annexe 3). 

On applique une dose de 0,5 ^il d'insecticide sur la partie dorsale du thorax de chacun 
des adultes, au moyen d'un micro-applicateur. Lee doses doivent être appliquées dans 
l'ordre des concentrations ascendantes, de la plus faible à la plus élevée. 
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Maintien en captivité, mesure et relevé de la réaction 

Les adultes traités doivent être pourvus de nourriture dans les cages de maintien 
en oaptivité, ou tout autre récipient convenable, et 8tre maintenus & la température 
de 27 + 3° C. 

On relevé le pourcentage de mortalité 24 heures après le traitement. Les adultes 
moribonds, incapables de se mouvoir, peuvent être considérés comme morts. Les pourcen- 
tages de mortalité sont corrigés par la formule d' Abbott l/. Les résultats doivent être 
re jetés si la mortalité des témoins dépasse 90 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les 
souches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Los résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de 
mortalité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à 
probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^ (ou CL ) et autres 
doses critiques. 

Contrêle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle, il est nécessaire d'utiliser une dose ou con- 
centration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en se servant 
de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon d'inseotes 
normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être détruit. Il 
n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'inBectes que doit compter un tel échantil- 
lon, ou à la dose ou concentration a employer. Plus les insectes testés sont nombreux, 
plus on a de chances de déceler la résistance à un Btade où e«îule une petite partie 
de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible un 
échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99,9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 
1 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que 
la plus forte peut tuer deB individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les 
mesures de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruc- 
tion. Il n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants 
dépasse 1 pour cent, ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité 
d'observer plus de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progres- 
sivement avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
les insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs 

1/ Voir "Contrêle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. 
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lie sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou 
de se tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître régu- 
lièrement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieure présomption de 
résistance. Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de 
doses dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La 
forme de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémen- 
taires. Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résis- 
tante au début. A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau 
correspondant à la proportion des insectes sensibles existant dans la population, ce 
qui permet d'estimer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance 
(c'est-à-dire l'accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne 
peut être évalué d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une 
souche sensible, ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, 
néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour 
tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une 
part, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests do résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études do laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 



AîDIEXE 1 

Méthode d'élevage de Nephotettix cincticeps 

Culture des plantules de riz . Dec semences de riz stérilisées sont lavées à fond 
avec une abondante quantité d'eau. Puis, on place environ 80 millilitres de graines 
(pour l'élevage des nymphes et des adultes) ou 40 millilitres de graines (pour la ponte) 
dans un plateau. On n'introduit pas de terre dans ce dernier, mais seulement une petite 
quantité d'eau (sur 0,5-1 millimètre d'épaisseur) avant de répandre les graines sur le 
fond pour les faire germer. Trop d'eau retarde la germination et exerce ausBi une action 
défavorable sur le développement des plantules, en favorisant l'activité microbienne 
dans l'eau. 

Les plateaux ensemencés sont couverts pour prévenir la dessiccation, et maintenus 
à la température de 27 - 32 C, dans des conditions ordinaires d'ôclairement pour avoir 
une germination normale. Au bout de trois ou quatre jours, lorsque les jeuncB plantules 
ont atteint 1 à 2 centimètres de hauteur, on enlevé les couvercles. Chaque plateau est 
alors placé dans une cage d'élevage pour alimenter les insectes. 
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Remplacement deB plantules . Le plateau contenant les plantules sur lesquelles sont 
déposée les oeufs ost conservé dans la cage d'élevage, et au bout de 8 à 9 jours environ 
les larves commencent à sortir. Lorsque les larves sont presque toutes écloses, on 
Introduit un plateau de plantules fraîches dans la cage pour l'alimentation des nymphes 
néonates. L'ancien plateau d'alimentation est laissé dans la cage, sans eau, vue de 
provoquer le flétri ssement et la dessiccation des plantules. Les jeunes nympheB com- 
mencent alors à se déplacer vers le nouveau plateau. Pour encourager ce déplacement 
vers les plantules fraîches, il peut être nécessaire de les transférer à la main (en les 
oroBsant) ou bien au moyon d'un soufflet. 

Le premier remplacement des plantules est effectué 7 jours après le début de 1' éle- 
vage Par la suite, il y a lieu de fournir des plantuleB fraîches â des intervalles de 
trois & quatre jours. La période nymphale dure environ 18 jours ou plus. En consé- 
quence, les nouveaux adultes émergent 26 à 30 jours après la ponte. 

Ponte . Les femelles adultes commencent à pondre cinq jours environ après l'émergence. 
En général, au cours de la période de 7 a 15 jours suivant l'émergence, chaque femelle 
dépose de 5 à 10 oeufs par jour. Il est, en conséquence, préférable d'utiliser des adultes 
de cet âge pour avoir des oeufs. La ponte est obtenue dans une cage d'élevage, où l'on 
place ensemble environ 10O f emellea, 10 à 15 mfiles et un plateau renfermant de jeunos 
plantules de riz cultivées comme indiqué ci-deseus (méthode des plateaux alimentaires). 
La ponte doit se poursuivre pendant 24 heures, pour régulariser la densité de la population 
et le développement des insectes élevés en vue de la reproduction. Apres la ponte, les 
insectes parents sont tous retirés de la cage d'élevage. 



Dilutions proposées pour dos oouclioe sensibles de N. cinctloeps 
et DL^ Q approximatives pour certains insocticideBl/ 



îtration 



Insecticide 



DL'jO 



0,1 

0,08 

0,06 

0,04 

0,02 

0,01 

0,008 

0,006 

0,004 

0,002 

0,001 

0,0008 

0,0006 

0,0004 

0,0002 



/e/o,5pi 



o,5n 

0,4 
0,3 
0,2 
0,1 



Hydrocarbures chlorés (gamma-HCH) et 
urganophoBphates (naled et trichlorfon) 



0,1 l 

0,05 L ilydrocarbures chlorés (p,p'DDT) et 

n nA " organophosphates (f énitrothion, mêthyl- 
parathion et fenthion) 



0,04 
0,03 
0,02 

o'oo5 : Organophosphates (dimêthoate et cidial) 

0,00.. 
0,003 
0,002 
0,001_ 



■Organophosphates (parathion et EPN) 
Organophosphates (dimêthoate et cic 
"et carbamates (CPMC2/ et propoxur) 

Organophosphates (malathion) et 
tes (carbar^l et zeetrane) 



^ug/adulte 
0,2-0,4 



0,03-0,06 



0,01-0,025 
0,006-0,02 



ye/e 

40-90 



6-12 



3- 6 
1- 3 



\J Ces dilutions sont proposéeB seulenent comme points de départ pour les troupes d'insec- 
ticides indiqués. 
2/ o-Chlorophênyl S-méthylcarbamatc 
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ANNEXE 3 
Manipulation des insectes 

Lorsqu'on procède à des tests d'application avec de petits insectes comme les cica- 
delles, il est commode d'utiliser des crayons à vide ou des dispositifs de succion simi- 
laires. Il est proposé de se servir d'un tube à succion mobile, pour prendre individuel- 
lement les insectes et de les placer sur un tube à succion statique pour le traitement. 
Le tube de succion mobile est constitué par un tube de verre (2,5 millimètres de diamètre 
intérieur), dont l'une des extrémités effilée se termine par une pointe arrondie lisse. 
L'autre extrémité est reliée, par un tuyau en plastique, a une pompe à eau, par l'inter- 
médiaire d'un flacon laveur ou d'un siphon. Le tube de succion statique est en métal 
(diam. intérieur 1 millimètre; diam. extérieur 1,7 millimètre), avec l'extrémité courbée 
vers le haut. Il est aussi relié à une pompe à eau par un tuyau en plastique, par 
l'intermédiaire d'un flacon laveur ou d'un siphon. 

Le tube statique peut être fixé sur la platine à commande mécanique d'un microscope; 
ou bien, on peut utiliser une table réglable de Hewlett (Ann. appl. Biol. 41:45» 1954). 

L'insecte engourdi est pris en appliquant la pointe du tube d'aspiration mobile au 
sommet de la tête. Il est placé de façon à ce que son abdomen vienne à proximité de la 
pointe retournée vers le haut du tube de succion statique. On interrompt momentanément 
l'aspiration dans le tube mobile, en pinçant le tuyau en plastique, ce qui transfer 
l'insecte eur le tube statique. Apres le traitement, l'aspiration est coupée dans le 
tube statique par un pincement analogue, de sorte que l'insecte tombe dans le récipient 
de conservation. 

Si l'on n'utilise pas de tube de succion statique, las insectes peuvent otre 
manipulés au moyen d'un tube mobile et placés sur du papier filtre humide pour le traitement. 
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METHODE POUR LES LARVES DES TIOJUES DU BETAIL, 
Boophilus spp. - Méthode PAO N° 7 

Sommaire de la méthode 

On décrit ici une méthode d'épreuve permettant de déceler et de mesurer la résis- 
tance aux acaricides chez les tiques du bétail. Elle consiste à mettre des larves de 
tiques au contact de papiers convenablement imprégnés et pliés en enveloppe pour les 
retenir. Les réactions sont estimées au bout de 24 heures. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en regard 
de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de référence 
sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de laquelle il 
est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 



Matériel et produits 

Conservation des acariens . Les tiques peuvent commodément être maintenues dans un 
grand incubateur à 27 C. Pour obtenir le haut degré hygrométrique convenable, il y a 
lieu de les conserver dans des dessiccateurs contenant une solution saline humidifiante 
(par exemple, une solution saturée de chlorure de potassium, qui eBt en équilibre avec 
une humidité relative de 84 pour cent). 

Aire d'épreuve . La préparation des papiers, etc., peut être effectuée dans les 
conditions normales de laboratoire. Au cours de l'épreuve, les tiques doivent être 
maintenues à 27 C et à environ 80 pour cent HR, de préférence dans une pièce ou une 
armoire climatisée. Si l'on ne dispose pas de telles installations, on peut se servir 
de dessiccateurs renfermant des solutions humidifiantes et maintenus dans un incubateur. 

Réactifs . Le solvant primaire utilisé comme véhicule de l'acaricide est l'huile 
d'olive. Il est indiqué d'utiliser une huile bien purifiée et de la stériliser par 
chauffage à 105 - 110° C pendant 75 minutes. Après refroidissement, on peut ajouter 
0,02 pour cent de 1 ' anti oxydant Isonol. 

Un solvant volatil est nécessaire pour imprégner les papiers filtres. On peut 
employer du trichloréthylène ou du chloroforme, en prenant suffisamment do précautions 
pour éviter une inhalation excessive de vapeurs (de préférence un utilisant une hotte). 
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Lee échantillons d' acaricid.ee destinés aux divers essais doivent avoir au moins 95 
pour uoiit de pureté. 

Papier filtre . Boîtes de papier filtre N° 1 de Whatman (11 cm de diamètre). 

Pipettes . Pour distribuer de petits volumes du solvant primaire visqueux, on uti- 
lisera commodément des seringues hypodermiques de 10 millilitres (sans aiguilles). On 
peut employer des pipettes en verre de 1 millilitre pour appliquer les solutions mélangées 
sur le papier filtre. 

Agrafes . Environ 100 agrafes "Bulldog" (6,3 cm de long). 

Collecte des spécimens et élevage 

Collecte ti' échantillons de la population de terrain pour les testa . La méthode la 
plus satisfaisante pour éprouver la résistance aux acaricides chez les tiques consiste à 
utiliser les larves. Pour obtenir celles-ci, on recueille sur le bétail des tiques 
femelles bien pleines que l'on envoie au laboratoire dans des boîtes de carton. Si l'on 
recueille des quantités importantes, il y a lieu d'ajouter des tampons de papier absorbant. 
Eviter l'exposition à la chaleur. 

Au laboratoire, les tiques doivent être placées dans des tubes en verre, par lots de 
10 environ. On peut employer pour fermer les tubes, tout en permettant une ventilation 
convenable, des tampons d'ouate ou deB bouchons de liège percés et recouverts d'organdi. 
Les tubes sont conservés dans des dessiccateurs à 80 pour cent environ d'humidité rela- 
tive, dans un incubateur à la température de 27° C. 

Les larves êclosent au bout de quatre semaines environ et elles Bont utilisées pour 
les tests 7 à 14 jours plus tard. 

Conservation de colonies de laboratoire . Pour les recherches approfondies sur la 
résistance, il peut être indiqué de conserver des colonies permanentes de diverses souches 
de tiques. A cet effet, il faut disposer d'une quantité de veaux convenable (environ 
un par colonie). 

Les tiques femelles pleines sont placées dans des boîtes en carton et soumise* & 
incubation, par lots pouvant aller jusqu'à 200 environ, dans un pieoe ou un incubateur 
maintenu â la température constante de 27 C, avec un degré d'humidité relative de 80 pour 
cent à peu près, pendant 14 jours. Les oeufs sont posés par lots de 1,0 ou 2,5 grammes 
(1 gramme d'oeufs donne naissance à quelque 20 000 larves), que l'on introduit danB des 
tubes à échantillon et que l'on conserve à 80 pour oent d'humidité relative comme indiqué 
ci-dessus. Les oeufs éclosent environ 4 semaines après la récolte et l'incubation des 
femmes pleines, et l'on utilise des larves âgées de 7 à 21 jours pour infester les animaux. 
L'infestation du veau est obtenue en introduisant de 25 000 à 50 000 larves dans un sac 
en grosse toile que l'on maintient autour du ventre de l'animal. 
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Pour élever différentes souches, les veaux doivent §tre placés dans des loges indi- 
viduelles avec un plancher en ciment, entourées par une rigole contenant une solution 
aqueuse dilué* d'un agent mouillant. LeB femelles pleines qui tombent du bétail infesté 
20 à 24 jours plus tard sont recueillies en entraînant dans un panier en fil de fer les 
tiques et les matières fécales déposées sur le plancher en ciment incliné, puis en 
séparant les tiques des excréments par lavage. 

Solution tests d'acaricides 

Préparation des solutions . L'acaricide est dissous dans le solvant primaire (huile 
d'olive), de façon à obtenir une solution mère de base, dont la concentration doit cor- 
respondre à la plus forte concentration requise (voir annexe). On prépare ensuite les 
dilutions sérielles appropriées en utilisant un facteur de ^ ou 1 (à l'aide de seringues 

hypodermiques). Ces solutions, que l'on peut garder comme solutions mères, doivent être 
conservées dans un réfrigérateur, certains composés étant susceptibles de Be décomposer. 

Pour appliquer ces solutions sur les papiers filtres, on dilue une quantité appro- 
priée (selon le nombre do papiers â traiter) de chacune des concentrations avec deux fois 
son volume de solvant volatil. 

Applioation sur les papiers filtres . LeB papiers sont marqués au crayon avant impré- 
gnation. Le comptage ultérieur des larves peut aussi 8tre facilité si l'on reproduit sur 
lo papier une grille au moyen d'un timbre en caoutchouc. 

Au cours de l'application du mélange de solvants, chaque papier filtre est maintenu 
horizontalement sur trois pointes fines (par ex., des épingles à insectes fixées la pointe 
en haut). On étale alors un millilitre du mélange en suivant une spirale progressivement 
décroissante pour obtenir une répartition uniforme. Au bout d'une minute environ, on 
peut enlever le papier et le suspendre pour sécher, de préférence danB une sorbonne, 
pendant une heure. 

Avant usage, chaque papier est plié par la moitié et coupé de façon â former un rec- 
tangle (double) mesurant environ 4,5 x 6,5 centimètres. Les trois cStés ouverts peuvent 
Être fermés avec les agrafes 3ulldog, de façon à former une enveloppe pour retenir les 
tiques. 

Exposition sur les papiers traités et relevé des réactions 

Pour déterminer les valeurs de la courbe de référence pour un acaricide, il est néces- 
saire d'effectuer au moins troi3 répétitions de quatre concentrations, et des tests 
préliminaires couvrant une gamme étendue peuvent être nécessaires. Les chiffres figurant 
à l'annexe aideront cependant à choisir les concentrations appropriées pour certains 
composés utilisés contre les tiques du bétail. 
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Le tube dans lequel les larves sont écloses est ouvert pour permettre à celles-ci de 
□e rassembler datiB le haut, ce qui garantit que seules deB tiques vivantes seront utili- 
sées dans le test. Un lot d'une centaine de larves est prélevé sur le bord du tube au 
moyen d'une petite brosse et transféré dans l'enveloppe préparée. Pour enlever les tiques 
de la brosse et éviter tout contact entre la brosse et le papier imprégné on utilise une 
baguette de verre. 

Les enveloppes traitées sont conservées, à la température de 27° C et â 80 pour cent 
d'humidité relative, de préférence dans une armoire ou une chambre climatisée. On peut 
aussi recourir à des dessiccateurs renfermant une solution humidifiante et placés dans un 
incubateur. Il peut cependant en résulter quelques erreurs, dues à l'accumulation de 
vapeur toxique, si l'on expérimente des acaricides volatils. 

Les pochettes de papier sont ouvertes au bout de 24 heures et les agrafes remises en 
place pour aider à maintenir les papiers à plat. Les larves sont réchauffées bous une 
lampe à incandescence et poussées délicatement avec un pinceau. Toute larve capable de 
se déplacer après avoir été ainsi stimulée est considérée comme vivante. Pour faciliter 
le comptage, on peut transporter ces individus actifs, à l'aide d'un pinceau fin, sur un 
tampon d'ouate saturé avec un agent mouillant. Les larves mortes ou moribondes sont lais- 
sées sur les papiers d'épreuve et comptées. 

Si l'on observe des tiques morteB ou moribondes parmi les témoins, les pourcentages 
de mortalité doivent être corrigés par la formule d' Abbott j/. Les résultats sont à répé- 
ter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir deB données de référence fiables pour les 
souches sensibles, la méthode pertinente doit 8tre répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. LeB résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de morta- 
lité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à probabilité 
logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes de 
régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^ (ou CI^q) et autres doses critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle de tiques, il eBt nécessaire d'utiliser une dose 
ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en se 
servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon de 
tiques normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'Stre détruit. 
Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre de tiques que doit compter un tel échan- 
tillon, ou à la dose de concentration à employer. Plus on teste de tiques, plus on a 
de chances de déceler la résistance à un stade ou seule une petito partie de la population 
est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser, si possible, un échantillon d'au 
moins 100 tiques (soit 10 lots de 10). 



1/ Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. 
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En r: qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est o 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'une tique normale 
sur 100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99,9 pour cent n'en épargnera qu'une 
but 1 000. La doBe la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors 
que la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais 
faible. S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur 
les mesures de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de des- 
truction. Il n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants 
dépasse 1 pour cent, ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité 
d' observer plus de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progres- 
sivement avec chaque répétition. 



Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique Chez 
des tiques normales, la sensibilité varie considérablement à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses dépassant 
les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la courbe 
de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habituellement, 
seule unne petite proportion de la population sauvage est résistante au début. A ce stade, 
la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la proportion de 
tiques sensibles existant dans la population, oe qui permet d'eBtimer le pourcentage des 
individus résistante. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accroissement de la dose 
nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué d'une façon exacte qu'en 
comparant une souche résistante homogène à une soucho sensible, ce qui implique norma- 
lement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, B'en faire une idée en 
comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte proportion (soit 
95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue,- d'une part, et de la population 
suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres acaricides. Co travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un acaricide de remplacement. 
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ANNEXE 



Concentrations létales pour une souche sensible 
de BoophiluE microplus \J 



... , 


f - ■ 

Concentrations efficaces (en pourcentage) 


Produit chimique 


CL50 


CL90 


99,9 2/ 


Bromopho8 ëthyle 


0,28 


0,38 


0,62 


Carbamult 


0,0012 


0,0017 


0,0029 


Carbaryl 


0,00016 


0,0022 


0,0035 


Carbophënothion 


0,41 


0,6 


1,05 


Ciodrin 


0,0075 


0,012 


0,0023 


CoumaphoB 


0,048 


0,064 


0,0096 


Diazinon 


0,012 


0,018 


0,034 


Dioxathion 0,075 


0,12 


0,23 


Dursban 0,018 


0,029 


0,057 


Ethion 


! 0,15 


0,23 


0,43 


Iraidan 0,018 
p.p'DDT 0,71 
Malathion 0,41 


0,04 


0,12 


1,1 


2,1 


0,6 


1,05 


Crufomate 0,48 


0,74 


1,35 


Tbxaphène 0,79 


1,2 


2,25 


Bromophos 


; o,i4 


0,23 


0,44 


Fenchlorphos 


0,13 


0,21 


0,41 


Chlorfonvinphos 


0,026 


0,042 


0,084 


Nalod 


0,0037 


0,0058 


0,011 


Fénitrothion 


0,029 


0,4 


0,64 



2/ D'après Roulston et al. (1968). Bull, ent. 3es. . 58:379, et Roulston et al. (1969), 
Austr. J. biol. Sci. . 22:1585 



2/ Concentration discriminante 



50 



METHODE POUR LES LARVES DE Spodoptera littoralis BOISD. 
Méthode PAO N° 8 



Sommaire de la méthode 

On recueille au champ les oeufs de Spodoptera littoralis . on los fait éclore en 
laboratoire et on élève jusqu'au quatrième stade les larves qui en proviennent avant de 
procéder au testage. On peut aussi récolter au champ des larves que l'on élevé jusqu'au 
stade adulte et élever jusqu'au quatrième stade les larves provenant des oeufs obtenus. 

La solution d'insecticide est appliquée localement à chaque 6ujet après immobili- 
sation par le gaz carbonique. On traite des lots de <]0 larves â 5 doses différentes, plus 
un témoin, et on détermine la mortalité 24 heures plus tard. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues on portant la mortalité en 
regard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de 
référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de 
laquelle il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être 
utilisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. 
La présence de survivants danB de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'appa- 
ritiion probable d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 

Matériel et produits 1 

Cages & insectes, etc . On a obtenu des résultats satisfaisants avec des boîtes en 
polyêthylène de 10 x 20 x 30 centimètres, munies d'un couvercle assurant une fermeture 
hermétique, mais on peut aussi utiliser des bocaux en verre ayant la même capacité. Il 
faut environ 25 récipients pour amener jusqu'au stade du testage les masses d'oeufs 
récoltées au champ, et environ 50 pour avoir une colonie se reproduisant d'une façon 
continue. 

Il est nécessaire d'être approvisionné en feuilles convenant pour l'alimentation 
des larves (voir annexe 1). 

Cages de maintien en captivité . On peut utiliser des boîtes de Pétri contenant des 
fouilles fraîches de la plante servant à l'alimentation. 

o 

Salle d'inBectarium . L'élevage doit se faire à la température de 2? + 2 C. Il est 
souhaitable d'avoir une humidité relative de 70 pour cent et un éclairage de 12 heures par 
jour. Des incubateurs fonctionnant à des températures plus fraîches peuvent convenir pour 
retarder l'éclosion des oeufs (voir "Collecte des spécimens et élevage"). 



^upyriynitxj 
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Aire d'épreuve » Il faut utiliser une salle maintenue à la température de 25 C 
environ. Si les températures extérieures sont nettement plus élevées, une pièce clima- 
tisée est souhaitable. Le degré d'humidité n'eBt pas important. 

Réactifs . Acétone pur pour analyse et insecticides d'une pureté de 95 pour cent au 
moins. 

Appareil d'application topique . Il est nécessaire de disposer au moins d'une seringue 
à contrôle micrométrique ou d'une micropipette en verre, pouvant fournir avec précision 
1 ,0 jil de solution inBectioide. 

Collecte des spécimens et élevage 

Les spécimens (oeufs ou jeunes larves) sont recueillis sur le terrain et élevés en 
laboratoire pendant une ou plusieurs générations avant de procéder au te stage. Pour déter- 
miner les données de sensibilité de la courbe de référence, il y a lieu de collecter, dans 
chaque parcelle échantillon, 50 dépôts d'oeufs par insecticide à évaluer. La méthode de 
collecte dépend de l'importance des pontes existantes. Si celles-ci sont abondantes, on 
prendra un amas d'oeufB tous les 50 plants uniformément espacés le long d'une diagonale 
traversant le champ. S'il n'existe que de rares dépôts d'oeufs, toutes les plantes 
devront être examinées systématiquement jusqu'à obtention du nombre de dépôts d'oeufs 
exigé, en continuant s'il y a lieu les recherches dans un champ voisin. 

Cependant, pour obtenir un échantillon représentatif d'une zone donnée, il y aura 
lieu, chaque fois que possible, de diviser celle-ci en 5 secteurs (champs) au moins, en 
vue d'un sous-échantillonnage, la distance minimale entre les secteurs devant être de 2 
kilomètres. On recueille alors 10 dépôts d'oeufs dans chaque secteur. On prélevé une 
petite partie de chaque amaB d'oeufs (1/10 à 1/4) et toutes les portions ainsi obtenues 
sont regroupées pour l'élevage. 

Pour obtenir simultanément dos larves du même âge à partir d'oeufs provenant de 
plusieurs régions, on peut agir but l'émergence larvaire en plaçant les amas d'oeufs dans 
une armoire à basse température. L'expérience a montré que des amas conservés à des 
températures constantes de 15° , 20° et 25° C éclosaient respectivement au bout de 9, 6 
et 3 jours. En mettant à profit cette façon d'opérer, on peut faire en sorte que des 
pontes déposées & différentes périodes arrivent à éclosion à peu près en mSme temps. 
Il convient cependant d'utiliser avec circonspection les larves provenant d'oeufs con- 
servés â 15° C, car il est possible que l'exposition des oeufs à cette température réduise 
la sensibilité des larves qui on naîtront. 



Solution tests d'insecticide 



On dissout 1' insecticide dans l'acétone, de façon â avoir une solution mère à 1 pour 
cent poids/volume. On prépare les dilutions sérielles appropriées, en utilisant un fac- 
teur de 1/2 ou _1_. L'annexe 2 donne les indications nécessaires pour obtenir 
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approximativement la gamme de concentrations nécessaires pour tester des souches 
sensibles. Pour la plupart des insecticides organo chlorés et certains insecticides orga- 
nophosphorés, une Bérie à facteur de dilution 1/2 oonvient, et pour quelques insecticides 
organophosphorés une série à _1_ . Dans le cas de nouveaux insecticides, il est recoomand 

d'effectuer une série de tests indicateurs approximatifs utilisant des dilutions au 1t10. 



Exposition à l'insecticide 

On utilisera pour les épreuves des larves pesant 40 à 60 milligrammes chacune. Une 
balance & torsion est indiquée pour la pesée deB larves individuelles mais si l'on n'en 
possède pas on peut prendre une moyenne en pesant trois lots de 10 larves. 

Les larves devraient atteindre ce stade 8 jours environ après l'éclosion; elles de- 
vraient mesurer 1,5 centimètres environ de long et avoir des proportions normales (sans 
minceur excessive). 

Il faut au moins 240 larves pour déterminer les valeurs de la courbe de référence 
pour chaque insecticide. Ce nombre permet des tests sur 4 répétitions de 10 larves & 
5 concentrations, plus 4 témoins de 10 (solvant seulement). 

On applique une dose de 1 ul sur la partie dorsale du thorax de chacune des larves 
au moyen d'un microapplicateur. Dans le cas des insecticides cristallisés ayant des 
DL50 supérieurs à 100 ^/g, il peut être nécessaire de porter la dose à 2 yl au moins, la 
concentration nécessaire pour appliquer 1 ^ul étant supérieure à 1 pour cent et une cris- 
tallisation pouvant se produire à la pointe de l'aiguille. Les doses doivent être 
appliquées dans l'ordre des concentrations ascendantes, de la plus faible (témoin) à la 
plus élevée. 



Maintien en captivité, mesure et relevé de la réaction 

Chaque lot de 10 larves traitées est placé dans une boîte de Pétri avec des feuilles 
fraîches de la plante alimentaire, et conservé à 28 - 30° C dans ces conditions pendant 
24 heures. On relève alors le pourcentage de mortalité. Outre les larves immobiles et 
visiblement moribondes, on considère comme mortes celles qui ne peuvent ramper norma- 
lement. 

Si l'on observe des larves mortes ou moribondes parmi les témoins, les pourcentages 
de mortalité relevés dans les lots traités doivent être corrigés par la formule d' Abbott 
Les résultats sont à rejeter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 



yj Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. 
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Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les 
souches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de morta- 
lité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à proba- 
bilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes 
de régression doso-mortalité, et on en dérive la DI^ 0 (ou OL^) et autres doses critiques. 

Contr81e de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle, il est nécessaire d'utiliser une dose ou concen- 
tration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en se servant de la 
courbe do régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon d'insectes norma- 
lement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'8tre détruit. Il n'y a 
pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un tel échantillon, ou 
à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont nombreux, plus on a 
de chances de déceler la résistance a un stade oû seule une petite partie de la population 
est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible un échantillon d'au moins 
100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitemont qui est censé 
détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 100, 
tandis qu'un traitement censé détruire â 99,9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 1 000. La 
dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la plus forte 
peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il existe la 
moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesures de lutte, il 
est indiqué d'opter pour le traitenent à 99 pour cent de destruction. Il n'y aura lieu de 
suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 pour cent, ce qui peut être 
vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus de 1 pour cent de sur- 
vie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez des 
insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état physio- 
logique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne sont 
pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se tromper 
h son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, ocla constitue une sérieuse présomption de résistance. 
DanB ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme do doses dépassant 
les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la courbe 
de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habituellement, 
seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. A ce stade, 
la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la proportion des 
insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer le pourcentage 
des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accroissement de la dose 
nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué d'une façon exacte qu'en 
comparant une souche résistante homogène à uno souche sensible, ce qui implique normalement 
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un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, s'en faire une idée en comparant 
les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 
pour cent) de la population sensible connue, d'une part, et de la population suspectée, 
d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 



ANNEXE 1 

Elevage de Spodoptera littoralis en laboratoire 2/ 

Spodoptera littoralis vit sur des plantes hôtes très diverses, parmi lesquelles: 
le cotonnier (Ooso.yp41u.-n sp,), la betterave à sucre (Beta vulgaris ). le chou ( Braasjca 
olcracea ). l'oseille (Rumex sp.), le trèfle d'Alexandrie (Trifolium alcxar.drmum ) et la 
luzerne ( Medicaffo sativa ). Les plants de ricin ( Ricinu3 communia ) conviennent et peuvent 
être recommandés. Dans les climats frais, lorsque les feuilles vertes sont rares en 
hiver, on peut utiliser des feuilles de Leucanthenum . Celles-ci sont résistantes au froid 
et peuvent être conservées, après récolte, en sac de plastique dans un réfrigérateur, 
pendant une semaine avant utilisation. 

Quelle quo soit la plante choisie, on doit l'utiliser exclusivement pour des compa- 
raisons de toxicité, la nature de la plante servant d'aliment pouvant influer sur la sen- 
sibilité des larves. Les oeufs ou les jeunes larves nouvellement écloses sont enfermées 
dans des cages ou bocaux avec des feuilles de la plante alimentaire, soigneusement 
séchées au préalable sur du papier filtre pour enlever les gouttes d'eau restant à leur 
surface. Les cages ou bocaux doivent 3tre soigneusement fermés pour empêcher les jeunes 
larves de s'échapper. 

Il importe de changer les feuilles chaque jour. Les vieilles feuilles sont à ins- 
pecter avec soin avant de s'en débarrasser, pour prévenir les pertes de jeunes larves. 
Il faut éviter un surpeuplement larvaire aux derniers stades: au quatrième âge, il ne 
doit pas y avoir plus de 20 à 30 larves par cage. Au dernier stade larvaire, les cages 
peuvent être laissées non fermées. Les feuilles doivent 8tre changées deux fois par 
jour et les excréments larvaires enlevés, s'il y en a en excès. Pour réduire la forte 
consommation de feuilles, il y a lieu d'ajouter une tranche de pomme de terre dans chaque 

cap.: . 



2/ D'après un rapport de S.H. Hodiat, Institut des déprédateurs et maladies des 
plantes, Téhéran. 
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Avant la nymphose, les larvée mangent moins et deviennent moine activée. Elles 
doivent 8tre transférées dans une nouvelle cage renfermant une couche de sciure de bois 
humide, dans laquelle a lieu la nymphose. 

Lorsque les papillons adultes émergent, ils doivent être conserves dans une cage 
renfermant une boîte de Pétri contenant de l'ouate trempée dans 100 cm^ d'eau avec 5 g 
de miel. Cette boite doit 8tre maintenue humide pendant toute la durée de la ponte. 

On doit ajouter des feuilles fraîches ou du papier filtre chiffonné pour le dépôt des 
oeuf s. 

Durée des stades. Oeufs: 3-4 jours; larves 12-19 jours; chrysalides: 8 jours 
environ 3_/. 



}/ Bishara, I. Bull. Soc, roy. d'Egypte . 18:288-420 
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Dilutions proposées pour tester les souches sensibles 
de Spodoptera littoralis et DI^ approximatives pour certains insecticides 



Concentration 



Insecticide 



poids corporel 



25,6 
12,8 



0,1 

0,05 

0,025 

0,040 
0,020 
0,010 
0,005 
0,0025 



256 
128 



6,s' 


64 


3,2 


3~ 


1,6 


16 


0,8 


8 


0,4 




0,2 





-DDT, carbaryl, 



dieldrine, trichlorphon, 



1 

0,5 
0,25_ 

0,4Ô~~ 

0,20 

0,10 

0,05 

0,025 



-fêrûtrothion 



chlorf envinphos , 
dimôthioate, Bidrin, 
.endrine, diazinon, 
Azodrin 



parât hion-méthyle, 
azinphos-mé'thyle ou 
.-fithyle, Dursban, Cyo- 
lane, aminocarb, 
parathion-ethyle 



600 - 1 500 



40 - 140 



9 - 39 



1 - 7 
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METHODE POUR LES NYMPHES DES KIR IDES DU CACAOYER 
Distantiella theobroma Dist. et Sahlbergella singularis Hagl. - 

Méthode PAO N° 9 



Sommaire de la méthode 

Des nymphes de mirides (4ème et 5hae stades) sont recueillies sur le terrain et 
envoyées a un laboratoire équipé de façon simple pour être testées. Us mirides sont 
maintonus par groupes de dix but des papiers filtres imprégnés de l'insecticide approprié. 
On les inspecte par intervalles pour relever le knockdown. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant le knockdown en 
regard du temps d'exposition sur du papier â probabilité logarithmique. Los données de 
référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de 
laquelle il est possible de sélectionner un temps d'exposition diagnostique pouvant Stre 
utilisé pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. 
La présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'appari- 
tion probable d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 



Matériel et produits 

Aire d'épreuve . Il est souhaitable de disposer d'une pièce a éclairage normal, 
maintenue à la température de 25° C et à approximativement 75 - 85 pour cent d'humidité 
relative. Si l'on ne dispose pas de chambre à température contrôlée, il importe de noter 
la température à laquelle on effectue lo test et d'effectuer la comparaison avec les 
données de référence obtenues à la même température. 

Réactifs . Le solvant primaire utilisé comme véhicule de l'insecticide est l'huile 
Risella 17. DanB les tests avec le carbaryl, on ajoute deux parties de phthalate de 
dibutyle. Un solvant volatil est nécessaire pour imprégner les papiers filtres. On 
recommande un mélange constitué par trois parties d'éther de pétrole (point d'ébullition 
60 - 80 C) et une partie d'acétone. On peut aussi employer du chloroforme, du trichlor- 
éthylonc ou du tétrachloruro de carbone, en prenant suffisamment de précautions pour 
éviter une inhalation excessive de vapeur3. 

Les insecticides destinés aux divers essais doivent Stre purs au moins à 95 pour 

cent • 
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Papier filtre . On utilise du papier chromatographique Whatman N° 1, découpé en 
morceaux de 12 x 15 centimètres. 

Pipettes . F»ur distribuer de petits volumes du solvant primaire visqueux, on peut 
utiliser des seringues hypodermiques de 10 millilitres (sans aiguilles). On emploie des 
seringues de 5 millilitres munies d'aiguilles hypodermiques N° 14 pour appliquer les 
mélanges de solvants sur le papier filtre. 

Cylindres de conservation . Il est commode d'utiliser pour l'exposition des insectes 
des cylindres en plastique, analogues à ceux employés dans le test de l'Organisation 
mondiale de la santé pour la détermination de la résistance des moustiques. L'extrémité 
supérieure est fermée par un disque de perspex (45 millimètres de diamètre sur 3 milli- 
mètres d'épaisseur) présentant une ouverture centrale de 24 millimètres. Le dessous du 
disque est lubrifié avec le fluide aux silicones F111/300, pour empêcher les insecteB d'hy 
d'y adhérer. 

Au lieu des cylindres en plastique, on peut employer des tubes de verre ayant à peu 
près les mêmes dimensions (et fermés par des disques en plastique comme ci-desBus). 



Collecte des Bpécimens 

Identification des miridea . Di3tantiella theobrona et LSahlberfiella Bingularis , les 
deux plus importantes espèces de mirides déprédateurs du cacaoyer en Afrique occidentale 
peuvent âtre distinguées de la façon suivanto: D. theobroma a une couleur noire, des 
antennes et des pattes relativement plus courtes et plus robustes que celles de S. 
singularis . Ce dernier a une coloration brune, avec de légères marques sur les ailes et 
les patteB; les antennes et les pattes sont relativement plus longues et fines que celles 
de D. theobroma (Figure 1). 




Figure 1. Femelles adultes de Distantiella theobroma 
(à gauche) et de Sahlbergella sin; rularia (a 
droite) (d'après C.C. John3on, ^^62 t Capsids: 
a reviev; of current knowledge. Dans Agriculture 
and land usa/te in Ghana . J.3. Wills Ed. Oxford 
University Press) 
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Collecte et conservation des insectes . Les rairides étant deB insectes fragiles et 
sensibles, leur collecte et leur manipulation exigent une dextérité qui ne peut Être 
acquise que par la pratique. 

Les spécimens sont recueillis sur le terrain, au moyen d'un pinceau souple, et con- 
servée dans des bocaux ou des boîtes de Pétri sur des pousses de cacaoyer jusqu'à leur 
envoi au laboratoire d'essai. 

Dans la salle d'épreuve, on transfère les insectes dans des plats émaillés et on 
leur donne de petits morceaux de plants de cacaoyer jusqu'au moment oû on en a besoin 
pour effectuer les teBts. Les essais doivent être commencés aussitôt que possible après 
la collecte, bien qu'il puisse parfois être nécessaire de renvoyer ceux-ci au lendemain 
matin du jour de la récolte. On ne doit retenir pour les épreuves que des mirides en 
bonne santé et alertes. 



Papiers tests d'insecticides 

Les papiers imprégnés utilisés dans le test sont analogues à ceux employés par l'Or- 
ganisation mondiale de la santé dans les épreuves do résistance chez les moustiques. Il 
est possible de les préparor au laboratoire au moyen de la méthode décrite ci-après: 

Préparation des solutions . Chaque insecticide est diBSous dans le solvant primaire 
(Risella 17 ou Risella additionné de phthalate de dibutyle) de façon a obtenir une solu- 
tion mère à la concentration demandée. Si elles sont sujettes à une décomposition 
chimique, ces solutions mères sont conservées dans un réfrigérateur. Dans le cas de la 
dieldrine, et peut-être aussi d'autres composés stables de solubilité relativement faible, 
cette méthode est cependant à déconseiller, car elle entraîne une cristallisation. 

Pour appliquer les solutions mères sur les papiers filtres, on en prélève des quan- 
tités appropriées que l'on dilue avec trois fois leur volume de solvant volatil. Dans le 
cas des papiers témoins, le solvant volatil est mélangé avec le solvant primaire sans 
addition d'insecticide. 

Application sur les papiers filtrée . Les papiers sont marqués au crayon avant impré- 
gnation. Au cours de l'application du mélange de solvants, ils sont disposés sur les 
pointes d'épingles traversant un carton. On étale d'une façon aussi uniforme que possible 
sur le papier 3 millilitres du mélange de solvants, en laissant le liquide s'écouler d'une 
façon continue d'une seringue hypodermique de 5 millilitres munie d'une aiguille N 14. 

Les papiers traités sont suspendus dans une sorbonne pendant 3 heures, pour achever 
1 ' évaporation du solvant volatil et permettre à la solution huileuse restante de se répartir 
uniformément. 

Exposition sur les papiers traités et relevé des réactions . Les papiers traités 
sont placés dans les tubes en plastique ou en verre et aplatis contre leB parois de ceux- 
ci. On introduit dans chaque tube des lots de 10 mirides au 4ème ou au 5ème stade. 
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Un «est complet comporte cinq répétitions avec les tubes à insecticides et deux 
avec des papiers têmoinB, ce qui correspond à un total de 70 insectes. 

Lee tubes sont placés verticalement, avec le couvercle en plastique à la partie 
supérieure. L'ouverture centrale du disque est recouverte d'un tampon d'ouate humide, 
destiné à maintenir une humidité élevée & l'intérieur. On relève le knockdown au bout 
de 10, 20, 40, 80, etc. minutes (suivant une progression logarithmique), jusqu'à ce 
que tous les insectes soient affectés. 

Si l'on observe des mirides affectés dans les tubes témoins, le pourcentage de 
réactions constatées dans la série avec insecticides est corrigé en appliquant la formule 
d' Abbott _!/. Le test doit être abandonné si la proportion des témoins affectés dépasse 
10 pour cent. 



Relevé et interprétation des résultats 

On porte alors sur un papier à quadrillage logarithmique les chiffres de knockdown 
en abeisses et les temps en ordonnées, et on trace la courbe de régression réaction-temps, 
& vue ou par un calcul approprié. On peut déterminer à partir de celle-ci les TL^q et TL^q, 
eto. (c ' est-a-dire les temps correspondant aux mortalités de 50, 90 pour cent, etc.). Cemode 
opératoire sert à établir les éléments de la courbe de référence pour les souches sensibles 
de mirides. 

Le tableau ci-apres résume les temps d'exposition létale à divers insecticides, 
obtenus par J.M. Telford avec une souche sensible de DiBtantiella theobroma . 



Insecticide 


Exposition létale 
(heures) 


% 


%^ 


Dichlorvos 


0,25 


0,66 


Gamma HCH 


1,0 


3,5 


En do suif an 


2,3 


10 


Carbaryl 


2,8 


7 


Sndrine 


3,5 


10 


Dieldrine 


3,75 


10 


Nalathion 


4,4 


20 


Aldrine 


5,25 


20 


Pénitrothion 


6,2 


20 


DDT 


6,5 


28 


Méthoxy chlore 


7,7 


40 



\f Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
2/ Concentration discriminante 
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Contr81e de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
îcistnnci dr_ns une population naturelle, il est nécessaire d'utiliser une dose ou con- 
centration diagnostique. On la choisit à partir dos données de référence en se servant 
de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon d'insectes 
normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être détruit. 
Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un tel échan- 
tillon, ou â la dose ou concentration à employer. Plus les insecteB testés sont nombreux, 
plus on a do chances de déceler la résistance à un stade ou seule une petite partie de la 
population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible un échantillon 
d'au moins 100 insectes (Boit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire â 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal 6ur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99|9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 
1 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la 
plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il 
existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesures de 
lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. Il n'y 
aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre deG survivants dépasse 1 pour cent, 
ce qui peut 3trc vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus do 1 
pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec chaque 
répétition. 

Il importo de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez des 
insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état physio- 
logique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne sont 
pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se tromper 
a son sujet. 

Recherches complômcntaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses dépassant 
los niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la courbe 
de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habituel- 
lement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. A 
ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la 
proportion des insecteB sensibles oxistant dans la population ce qui permet d'estimer le 
pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accrois- 
sement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué d'une 
façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, ce qui 
implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, s'en faire 
une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte pro- 
portion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une part, et de la 
population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques do résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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(par exemple Tetranychus spp. et PanonychuB ulmi Kbch) 
Méthode PAO N° 10 a 



introduction 

Des méthodes provisoires pour détecter et évaluer la résistance chez les araignées 
rouges ont été publiées pour la première fois par la PAO en 1971 l/» Elles étaient 
basées sur un test d'immersion de lames de microscope, analogue à celui publié par 
l'Entomological Society of America 2/, et un test de destruction des oeufs et des larves 
pour les espèces d'acariens qui ne se prêtent pas au premier et pour les composés ayant 
une action ovicide. La présente édition a été quelque peu étoffée; elle comprend un 
test des résidus foliaires pour les adultes de Panonyohus ulmi et donne quelques rensei- 
gnements supplémentaires sur les méthodes d'élevage. Elle permet également d'opérer par 
pulvérisation, par la méthode plus exigeante de la tour de flotter, au lieu d'immersion, 
pour produire des résidus foliaires. Elle recommande, en outre, l'emploi de formulations 
commerciales de préférence à des solutions préparées par l'expérimentation. 



Sommaire des méthodes 

Méthode sur lames . Des femelles bien portantes, âgées de 3 à 5 jours, sont placées 
sur le dos sur un ruban adhéBif fixé sur les lames porte-objet. Les lames sont plongées 
pendant cinq secondes dans des préparations aqueuses d'acaricide. Après traitement, elles 
sont conservées dans une chambre de maintien en captivité pendant 24 heures, à 27 C et 
95 pour cent d'humidité relative. Les acariens sont ensuite examinés au microscope sté- 
réoscopique; ceux qui ne réagissent pas après une légère stimulation sont comptés comme 
morts. Les pourcentages de mortalité sont reportés sur du papier à probabilité logarith- 
mique, de manière â pouvoir évaluer les valeurs de la CLcjq, etc. On détermine ainsi les 
éléments de la courbe de référence pour divers acaricides avec des souches de sensibi- 
lité connue, ce qui permet de choisir des concentrations diagnostiques qui pourront être 
utilisées pour le triage préliminaire d'échantillons d'acariens en ce qui concerne la 
résistance. La présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme qui 
indique la nécessité de procéder à des tests plus poussés pour confirmer la résistance 
et préciser son degré. 

Méthodes des réaiduF. foliaires . Deux options sont décrites: a) méthode utilisant 
l'action ovi-larvicide et b) méthode applicable sur acariens adultes qui ne se prêtent 
pas au test sur lames. 

1/ Bull, phytosan. FAQ . 1974, 22:103-107 

2/ Bulletin of the Entomological Society of America , v. 14, 31, 1968 
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(a) Des feuilles isolées, soit détachées, soit attachées à des plantules ou bien des 
racines, ou encore des disques foliaires placés sur de l'ouate humide Bont infestés avec 
des oeufs d'acariens. On les traite par immersion pendant cinq secondes dans dos prépa- 
rations aqueuses d'acaricides (ou bien on les soumet à une pulvérisation dans une tour 

de Potter). Après traitement, les feuilles sont placées dans une chambre de conserva- 
tion jusqu'à ce que les oeufs non traités aient éclos et que le stade de deutonymphe 
ait été atteint. Les résultats sont exprimés en effets ovi-larvicides, c'est-à-dire en 
pourcentage d'oeufs et de larves détruits. 

(b) On traite des feuilles par immorsion (ou on les soumet à une pulvérisation dans 
une tour de Potter) puis on les laisse Bêcher. On détache les disqueB foliaires et on 

y place des lots d'acariens adultes; on les maintient sur de l'ouate humide pendant une 
durée adéquate, après quoi on enregistre les taux de mortalité. 

Matériel et produits 

Insectarium . On peut utiliser une chambre de végétation éclairée, une pièce à 
température constante ou une serre. La température doit être maintenue aux environs de 
20 C. Avec les espèces qui peuvent ontrer en diapause, il faut, pour prévenir celle-ci, 
maintenir une photopëriode journalière dépassant la longueur critique. 

Aires de traitement et de conservation . Le traitement des acarienB peut Stre effectué 

dans une pièce à température de 20 à 25 C. L'aire de conservation après traitement, 

o 

convenablement éclairée, doit Stre maintenue â la température de 27 C pour les tests 
d'immersion ou 22° C pour les tests but disques foliaires, et l'humidité relative doit 
être de 50 à 60 pour cent. Une chambre de maintien en captivité â 95 pour cent d'humidi- 
té est nécessaire pour le teBt sur lames. On peut utiliser comme récipient des boîtes 
de plastique transparent (par exemple boîte à sandiri.cn) ou des dessicateurs de labora^ 
toire contenant de l'ouate humide. 

Matériel végétal . Il faut disposer d'une quantité suffisante d'une plante h8te 
appropriée. Aux Etats-Unie, on utilise de jeunes haricots de Lima (Phaseolus lunatus ) 
pour Tetrari,ychus articae . T. citmabarinus et T. huroidus . tandis qu'en Europe on emploie 
plus couramment deB haricots nains ( Phaseolus vul^aris ). Pour Panon,ychus ulmi . on peut 
utiliser des plantules ou des feuilles de pêcher. Les porte-groffeB de pommier ou de 
Prunus sont également satisfaisants, à condition de choisir des variétés à feuilles 
lisses, non frisées. 

Les plantules de pêcher peuvent être rabattues après cultivation et plongées avec 
leur pot dans un acaricide non systémique. Lorsque la repousBe s'eBt bien établie, il 
est possible de leB reutiliser. Le risque de mildiou peut être évité en pulvérisant 
régulièrement avec un fongicide non acaricide (par exemple bupirimate, triadimeform ou 
fenarimol). Dans certains cas, on peut prévenir le mildiou en utilisant de la vapeur 
de soufre obtenue en utilisant un distributeur commercial, ou même à partir d'une 
boîte de fer blanc placée sur une ampoule électrique. 
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Entretien des colonies . Dans toutes les études expérimentales sur la résistance, 
il existe une possibilité de contamination accidentelle des souches. Avec les arai- 
gnées rouges, qui sont de petite taille, le danger de contamination croisée est parti- 
culièrement grave. La souche sensible devrait toujours Stre conservée dans une pièce 
séparée dans laquelle personne ne devrait être autorisé à pénétrer directement (par 
exemple lors de l'arroaage des plantes hôtes). Il faut Be méfier de la contamination 
par l'introduction de nouvelles plantes hôtes; la détection des araignées rouges par 
inspection ne donne pas de résultats certains. Lorsque l'on dispose de moyens techniques 
et de compétences appropriées, on peut opérer une fumigation préalable des plants avec 
du bromure de méthyle, quoique ce produit soit phytotoxique pour certaines espèces. 

Pour l'élevage, on recommande des cages de Perspox protégées par de la gaze ne 
laissant pas passer les acariens. Ces cageB doivent être ventilées avec de l'air filtré 
et, pour les isoler, il convient de les placer sur un film d'huile ou d'eau contenant 
un agent mouillant. 

Contrôle de la contamination des souches . Les tests de contamination des souches 
en cas de résistance à un gène allélomorphe majeur (par exemple résistance aux composés 
organophosphorés) reposent sur le fait que les mSles (provenant d'un lot d'oeufs pondus 
par une femelle vierge) sont haploïdes; aussi, ils seront homozygotes par le gène R 
ou le gène S, ce qui pourra Stre déterminé en les soumettant à un test de concentration 
diagnostique. Pour vérifier la colonie, il conviendra d'élever et tester un grand 
nombre (par exemple 100) de lots d'oeufs de femelles vierges; la présence de survivants 
indique qu'il y a contamination avec présence de formes résistantes. 

Régénération de souches sensibles . S'il y a des indices de contamination des souches, 
il peut être possible d'obtenir une souche de remplacement d'un autre laboratoire. Ou 
bien, les individus résistants de la colonie suspecte peuvent Stre éliminés comme suit. 
Il convient d'obtenir deux "vagues" successives d'oeufs provenant d'à peu près 100 
femelles accouplées individuellement et maintenues séparément en captivité et de soumettre 
les descendants de la première vague à un test de concentration diagnostique. La colonie 
devrait Stre reconstituée à partir des descendants do la seconde vague, provenant des 
femelles dont la progéniture de la première "vague" aura été détruite en totalité (100 
pour cent). 

Collecte et élevage de r-o-qcheB de terrain . Des échantillons d'acariens provenant 
d'une zone où l'on soupçonne l'apparition d'une résistance seront recueillis sur cinq 
emplacements au moins de la zone. On laissera les femelles pondre sur des feuilles 
propres (si possible dans une pièce isolée) dont elles seront retirées 24 heures plus 
tard. L'épreuve de la résistance se fera sur la génération suivante d'acariens, après 
quoi la nouvelle colonie devra être rejetée (à moinB que, pour des raisons spéciales, 
on ne désire élever une colonie résistante à partir de celle-ci). 

Etant donné la variabilité introduite par des oonditions non connues d'âge et 
d'environnement, il vaut mieux ne pas utiliser d'acariens recueillis sur le terrain pour 
les tests mais plutôt leur descendance, comme décrit ci-dessus. Si toutefois on utilise 
des acariens collectés sur le terrain pour obtenir un résultat rapide, il faudra faire 
un certain effort de normalisation. Il faudra laisser les acariens migrer sur du 
matériel végétal propre et frais et éliminer autant que possible les adultes très 
jeunes ou très vieux. 
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Préparations acaricides . Les chercheurs expérimentés s'accordent à reconnaître que 
les formulations commerciales d' acaricides donnent des résultats plus uniformes dans 
les tests sur les acariens que les formulations préparées au laboratoire. La seule 
objection à leur utilisation est que les valeurs de la courbe de référence pour la sensi- 
bilité peuvent varier d'une formulation à l'autre du même produit. En conséquence, toutes 
les comparaisons sensibilité/résistance devraient 8tre effectuées avec la mSme formu- 
lation d'un acaricide quelconque. Il faudrait de préférence tester les ingrédients de 
base de la formulation pour déceler une toxicité éventuelle en 1' absence du principe 
actif. Il conviendrait soit que le fabricant déclare les ingrédients de base, soit que 
la firme fournisse une formulation à blanc ne contenant pas 1* acaricide. 

Les chercheurs qui ont déjà recueilli des données avec des formulations préparées par 
eux-mêmes souhaiteront peut-être continuer de la sorte, mais pour les tests d'immersion 
de lames seulement. Dans ce cas, des suspensions seront préparées en dissolvant 1 'aca- 
ricide dans l'acétone (ou acétone + alcool 1:1) et, immédiatement avant l'emploi, en 
préparant des dilutions appropriées avec de l'eau, auxquelles on aura ajouté une concen- 
tration non toxique d'un agent mouillant (par exemple, 0,02 pour cent d'Agral 50 ou 
Trixon-X 100). De nouvelles dilutions devront être préparées avec ce mélange solvant-eau. 

Dilutions pour le testée 

Des tests préliminaires sont effectués avec une large gamme de concentrations, en 
utilisant des dilutions 1:10. Lorsque l'on aura trouvé les proportions successives de 
morts, on choisira une nouvelle série do dilutions couvrant cet intervalle, le rapport 
entre les concentrations étant de 0,5 ou 0,7. 

Il est indispensable d'utiliBer des dilutions fraîchement préparées car des modifi- 
cations physiques peuvent survenir si les dilutions sont conservées trop longtemps. 

Méthodes de testago 

Test d'immersion des lames 



Préparation des lames . On applique sur l'un des cStés des lames porte-objets des 
bandes de ruban dont les deux faces sont adhésives (par exemple le Scotch Brand No. 413* 
liner type ou le No. 665 sans revêtement). 

On place des acariens femelles adultes âgés de 2 à 5 jours en rang sur le dos à 
la surface du ruban adhésif, mais en restant à moins de 10 mm de chaque extrémité. Un 
pinceau fin (No. 000 ou plus fin, en poil de martre ou d'écureuil) est utilisé pour 
pincer 20-50 acariens sur chaque lame. La concentration à employer doit être marquée 
sur chaque lame. 
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Traitement pp-r immersion . Lee lameB doivent être plongées dans le liquide de telle 
sorte que les acariens soient complètement immergée dans le produit toxique dilué et elles 
sont agitées doucement pendant 5 secondes pour que l'humectation soit complète. Au moment 
où on les retire, il convient de les placer de chant sur une matière absorbante et de les 
laisser s'égoutter pendant 15 minutes. Pour asBurer l'uniformité du résidu, il peut être 
souhaitable de retirer le liquide en excès en séchant soigneusement avec du papier filtre, 
en particulier à proximité de la rangée inférieure d'acariens fixés. 

Maintien en captivité et mesure de la réaction . Après avoir été traitées, les larves 
doivent être placées dans la chambre de maintien en captivité, à la température de 27 C 
avec une humidité relative de 95 pour cent environ. La survie des acariens est meilleure 
lorsque les lames sont entreposées horizontalement plutSt que verticalement. Pour des 
raisons de commodité, un lot de lames peut être fixé en rond sur une plaque de verre par 
une bande de papier scotch et considéré comme une unité lorsque l'on évalue les résultats 
du test. 

Les mortalités sont relevées 24 heures après traitement, temps que mettent la plupart 
des produits à exercer leur effet. Toutefois, certains composés agissent lentement et 
exigent une durée de maintien en captivité plus longue (48 ou même 72 heures). La vérifi- 
cation correspondante pourrait être opérée dans les teBtB préliminaires portant sur une 
large gamme de concentrations; mais la mortalité du témoin ne devrait pas dépasser 20 
pour cent. Si elle dépasse ce chiffre, il convient d'utiliser le test avec résidus 
foliaires (voir ci-desus). 

Les acariens seront examinés au microscope stéréoscopique (10x à 20x). Ceux d'entre 
eux qui ne répondent pa3 a une légère stimulation exercée au moyen d'un pinceau fin 
doivent Stre considérés comme morts. 

Méthodes des résidus foliaires . Le test d'immersion des lames ne donne pas satis- 
faction avec certaines espèces telle que Panonychus ulmi . qui a de longs poils dorsaux. 
En outre, il n'est pas applicable pour déterminer l'action ovicide. Par conséquent, 
les méthodes des résidus foliaires ont un certain champ d'application et il en existe 
deux variantes. 

(a) Dans le test ovi-larvicide, des feuilles ou des disques foliaires sont infestés 
avec des oeufB d'acariens avant traitement par immersion ou pulvérisation. Les effets 

du traitement sont jugés d'après l'action ovicide ainsi que 1-îs mortalités résiduelles 
des larves qui éclosent. 

(b) Dans le test du disque foliaire appliqué aux adultes, les feuilles sont traitées 
en premier, puis les disques sont coupés et infestés avec 5 a 10 acariens adultes. Les 
effets sont évalués par l'action acaricide du dépôt. 

Test ovi-larvicide 

Méthodes d'infe«taticn et conditions de conservation . On utilise des feuilles ou 
disques foliaires d'à peu près 2 cm de diamètre. Certaines feuilles (par exemple d'agrumes 
ou de prunier) se conservent après avoir été détachées. D'autres tendent à se putréfier, 
mais elles restent saines plus longtemps si elles ne sont pas détachées ou bien si la 
tige est placée dans une petite fiole d'eau. On choisira deB feuilleB jeunes pleinement 
développées et, aussitôt los disques coupés, on les placera sur des tampons d'ouate 
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humide, en s'assurent d'un bon contact. Les disques peuvent être placés face dessus ou 
face dessous selon la préférence de l'espèce d'acarien utilisée. Cinq à dix acariens 
seront déposée sur chacun ot abandonnés pendant 24 à 48 heures, temps au bout duquel 
ils seront retirés et les oeufs comptés. 

Traitement par immersion . La feuille ou le disque sur lesquels se trouvent les oeufs 
sont plongés dans le liquide de testage pendant cinq secondes, en agitant légèrement. 

Traitement par pulvérisation . La feuille ou le disque foliaire sont pulvérisés 
dans une tour de Potter avec une partie aliquote de liquide qui doit donner un dépôt 
humide de 4 9- 5 mg/cm . Los performances do pulvérisation doivent être contrôlées en 
effectuant des pesées préalablement au test, dans une demi-boîte de Pétri (d'à peu 
près 9 cm de diamètre). 

Conditions de conservation et enregistrement des résultats . Après traitement, les 
oeuf g Dont comptés et l'excédent par rapport au nombre désiré est éliminé. Les unités 
testées sont entreposées, en même temps que des témoins non traités, dans une chambre 
de maintien en captivité ayant une température d'à peu près 22 C et une humidité rela- 
tive de 95 pour cent. (Si la température est plus élevée, certains acariens sont trop 
actifs et ont tendance à s'éloigner des fouillas ou des disques). L'évaluation des 
effets de l'acaricide devra Stre faite lorsque les acariens éclos dans les unités té- 
moins auront atteint le stade de deutonymphe, c'est-à-dire lorsque tous les oeufs pré- 
sents seront éclos ou non viables. En outre, des nymphes survivantes peuvent atteindre 
le stade de la protonymphe avant de mourir; cette méthode tient compte do la différence 
d'âge de 24 heures entre certains oeufs. On procédera ensuite au comptage (a) des oeufs 
non éclos, (b) des acariens morts, y compriB les larves et les stades quiescents recro- 
quevillés, et (c) des acariens vivants. L'effet en pourcentage peut être calculé comme 
suit: 

mortalité ovi-larvicide (%) - a + b x 100 

a + b + c 

Test sur disques foliaires pour les adultes 

Traitement et inf estation . Des feuilles sont traitées par immersion ou pulvérisées 
dans une tour de Potter comme décrit ci-dessus. Les pétioles sont ensuite enveloppés dans 
de l'ouate humide jusqu'à ce que les dépôts soient secs. Les disques sont ensuite coupés 
ou arrachés des feuilles et placés but de la ouate humide. Dix acariens femelles adultes 
sont ensuite transférés sur chaque disque, en utilisant trois répétitions pour chaque 
traitement et les témoins. Il faut prendre soin de ne pas toucher les dépôts avec la 
pointe du pinceau lorsque l'on transfère les acariens sur les disques. Les acariens sont 
tout d'abord déposés sur les disqueB témoins, puis successivement sur des disques où 
l'on aura déposé des concentrations croissantes du produit. 

lunrefristrement des résultats . Les résultats sont consignés après une période appro- 
priée, qui dépendra de la rapidité d'action de l'acaricide employé (telle que déterminée 
au cours des tests préliminaires). Los acariens incapables de marcher (quoique juste à 
neme de remuer leurs pattes) sont considérés comme moribonds et comptés comme morts. Les 
BujetB qui se 6ont éloignés des disques et eq sont noyés dans l'eau sont laissés de côté 
dans les calculs. 



Copyrighted material 



66 



A titre de renseignements supplémentaires, on peut relever le nombre ainsi que l'état 
dos ac£_Lior.s morts (desséchés et recroquevillés, ou non). 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les sou- 
ches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la varia- 
bilité observée. Les résultats peuvent alors 3tre groupés, et les chiffres de mortalité 
moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à probabilité 
logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes de 
régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^q ( ou c ^q) e-t au-tres doses critiques. 

Contr81e de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'acariens, il est nécessaire d'utiliser une dose 
ou concentration diagnostique. On la choisit â partir des données de référence en se 
servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'acariens normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'Stre 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'acariens que doit compter un 
tel échantillon, ou à la dose ou concentration â employer. Plus les acariens testés Bont 
nombreux, plue on a de chances de déceler la résistance à un stade où seule une petite 
partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible 
un échantillon d'au moins 100 acariens (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est censé 
détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un acarien normal sur 100, 
tandis qu'un traitement censé détruire à 99»9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 1 000. 
La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la plus 
forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il 
existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesures 
de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. Il 
n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 pour 
cent, ce qui peut é*tre vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus 
de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec 
chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, a la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs 
ne sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de 
se tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître régu- 
lièrement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de 
résistance. Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une pluB large gamme de 
doses dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La 
forme de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémen- 
taires. Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résis- 
tante au début. A ce stade, la courbe de régression p'aplatit d'ordinaire au niveau 
correspondant â 1p. proportion des insectes sensibles existant dans la population, ce qui 
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permet d'estimer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est- 
à-dire l'accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut 
être évalué d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une 
souche sensible, ce qui implique normalement un Élevage sélectif en laboratoire. On 
peut, néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires 
pour tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, 
d'une part, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter dos études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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METHODE POUR LES ADULTES DU CARPOCAPSE DES POMMES, 
Laspeyresia pomonella L. - Méthode PAO N° 11 l/ 

Sommaire de la méthode 

On recueille des larves en plein champ et on lea élève en laboratoire jusqu'au stade 
adulte. On teste des lots de 20 adultes & 3 - 5 doses différentes, par application 
topique de gouttelettes de solutions acétoniques de l'insecticide. On détermine la morta- 
lité 24 heures plus tard. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en 
regard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de 
référence Bont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de 
laquelle il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant 8tre uti- 
lisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur, La 
présence de survivants dans de tels teBts est un signal d'alarme indiquant l'apparition 
probable d'une résistance et la néoessité de procéder A dos essais plus poussés. 

Matériel et produits 

o 

Insectarium . Il faut un insectarium maintenu â environ 2$ C et 38 pour cent d'humi- 
dité relative. Pour empêcher la diapause, il y a lieu de prévoir un éclairage correspondant 
à une intensité lumineuse de 3 "foot candies" (3 x 10,764 lux) pendant 15 heures au moins 
par jour: un éclairage continu donne de bons résultats. 

Aire d'épreuve . Les papillons sont traités et maintenus après traitement à la tempé- 
rature normale de la pièce, c'est-à-dire environ 16° C. 

Cages. Placer dans chacune des cages destinées à conserver les papillons pendant 
un ou plusieurs jours une petite fiole remplie d'eau et fermée par des moches dentaires 
en coton, sur lesquelles les insectes peuvent boire. 

Pour recueillir des adultes venant d'émerger, on peut placer du papier gaufré portant 
des chrysalides à maturité dans de petites cages ou dans des flacons d'un demi-litre 
peints en noir et avec couvercles à vis pourvus de disques de toile métallique. 



l/ Cette méthode est basée sur celle décrite par Bames, M.M. A Moffitt, H.R., 
J. Eoon. Ent., 1963, 56:722 
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Les cages de ponte peuvent être constituées par des boîtes de carton paraffiné (pour 
crème glacée, par exemple), d'environ un demi-litre de capacité. LeB extrémités sont 
remplacées par des disques de toile métallique, dont l'un est peroé d'un trou pour per- 
mettre l'introduction des papillons et que l'on ferme avec un tampon d'ouate. Les côtés 
sont garnis à l'intérieur de papier paraffiné sur lequel Beront déposés les oeufs. 

On utilise des plateaux d'élevage mesurant environ 30 cm de coté et 10 cm de pro- 
fondeur, en bois ou en métal peint en blanc. Le dessus est formé par une toile à mailles 
28, montée sur cadre de métal aux rebords de fixation garnis de feutre pour empêcher 
l'évasion des larves. 

Les cages de maintien en captivité & utiliser dans les traitements expérimentaux 
sont analogues à celles servant à la ponte, mais il n'est pas nécessaire de les tapisser 
de papier paraffiné. 

Dispositifs de collecte . Les papillons peuvent être recueillis au moyen d'un tube 
à succion construit comme suit: on raccorde un norceau de tuyau métallique de 3 f 2 cm de 
diamètre à une source de vide au moyen d'un tuyau flexible à peu près du même diamètre. 
Un tube de verre de 15 cm de long et 2,5 cm de diamètre, à l'extémité fermée par un 
grillage, est glissé dans le tuyau métallique et maintenu par un recouvrement du tuyau 
flexible venant de la source de vide. L'extrémité ouverte du tube de verre eBt fermée 
par un bouchon de caoutchouc, dans lequel est inséré un autre tube de verre de 9 mm de 
diamètre. 

Les papillons sont facilement recueillis sans dommages avec cet appareil et rapi- 
dement transférés dans les cages de maintien en captivité ou de ponte. 

Appareil d'application . Il faut disposer d'une micropipette à contrôle micromé- 
trique, pouvant fournir avec précision des quantités de 1 jxl. Il est bon qu'elle soit 
pourvue d'un cliquet ou d'un dispositif d' arrêt pour faciliter les applications répétées 

de la même dose. On peut aussi employer une micropipette à volume constant, bien que 
celle-ci soit peut-être légèrement moins précise. 

Réactifs . Il est nécessaire d'employer comme solvant de l'acétone pur pour analyse 
et, pour les tests, des insecticides d'au moins 95 pour cent de pureté. 

Collecte des spécimens et élevage 

Collecte . Au cours de l'été, on installe sur les troncs d'arbres prometteurs, dans 
des vergers mal entretenus, des bandes que l'on examine par intervalles; les larves qui 
y sont installées sont transportées au laboratoire, où on les laisse filer leur cocon 
sur des bandes de papier gaufré de 1,25 cm de large. 

Pour constituer une colonie sensible, il convient de choisir un verger qui n'a pas 
fait l'objet de traitements par pulvérisation ou seulement dans une trèB faible mesure. 
On peut aussi obtenir une sous-colonio d'une Bouche de sensibilité connue conservée dans 
un laboratoire dont on est sûr. 
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Elevage . Les plateaux d'élevage sont tapissés de papier et remplis de petites 
poiimes ("éclairoissages"), & raison d'environ 130 par plateau. On plaoe des moroeaux 
de papier gaufre parmi les pommes, qui sont ensemencées aveo environ 600 oeufs de papil- 
lon. A 29 C, les larves cessent de s'alimenter au bout de 18 jours environ et forment 
alors leurs cocons dans le papier gaufré. La sortie des papillons a lieu normalement 
dans les 10 jours suivants. 

Solutions tests d'insecticides 

L'insecticide a tester est dissous dans de l'acétone à une concentration convenable, 
celle de 1 pour cent (pds/vol) étant souvent suffisante. Des dilutions sérielles appro- 
priées sont préparées & partir de cette solution mère, en utilisant un facteur de 1:2 ou 
1î 1 . On trouvera a l'annexe les indications nécessaires pour obtenir la gamme de 

Vf 

concentrations de quelques insecticides pour des souches normalement sensibles. Avec de 
nouveaux insecticides, il y a lieu d'effectuer d'abord une série de tests indicateurs 
approximatifs, en utilisant des dilutions de 1/10. 

Exposition â l'insecticide 

Les papillons venant de sortir sont conservés dans les cages de maintien en captivité 
pendant trois jours avant le te stage . Ceci permet d'avoir des adultes d'âge oonnu et 
d'éliminer tous ceux qui ont été blessés au cours de l'émergence ou de la collecte. 

* 

Immédiatement avant le te stage, la cage de maintien en captivité est placée dans un 
récipient (un bac d'accumulateur par exemple) rempli de gaz carbonique, pour anesthésier 
les papillons. Le* Iota & traiter sont transférés dans un entonnoir de Bttchner, monté 
verticalement, avec une arrivée régulière de gaz carbonique pour maintenir l'anesthêsie. 
Au moyen de pinces fines, on prend par l'aile les papillons un par un et on applique une 
goutte de 1 ^1 de solution insecticide sur la face dorsale du thorax. Il est préférable 
de procéder, au cours d'une même journée, à trois répétitions du traitement de lots de 20 
papillons à chacune des trois à cinq concentrations de l'insecticide. En outre, un lot 
au moins, devant servir de témoin, sera traité avec de l'acétone pur. Les concentrations 
peuvent être enregistrées par doses, c'est-à-dire en microgrammes d'insecticide par 
insecte. 

Maintien en captivité, mesure et relevé de la réaction 

Après traitement, les lots sont conservés dans les cages de maintien en captivité 
pendant 24 heures, aprèB quoi on relève le pourcentage de mortalité. Si le papillon est 
incapable de se déplacer, il est considéré comme moribond et compté comme mort. Pour 
plus de précision, les chiffres concernant les mâles et les femelles peuvent être relevés 
séparément. 
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Si l'on trouve des papillons morte ou moribonds chez les témoins, le pourcentage 
de mortalité est â corriger par la formule d' Abbott On ne doit pas tenir compte 

des résultats, lorsque la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les 
souches sensibles, la méthode pertinent* doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de 
mortalité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à 
probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL (ou CL_) et autres 
doses critiques. 

ContrSle de la résistance . Pour déceler, par contrfile normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en 
se servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter 
un tel échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés 
sont nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance à un stade oû seule une 
petite partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser 
si possible un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100 tandis qu'un traitement censé détruire à 99»9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 

I 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que 
la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe but les 
mesures de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. 

II n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 
pour cent, ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer 
plus de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement 
avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses dépassant 



\] Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. 
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les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la courbe 
de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habituellement 
seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. A ce 
stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la pro- 
portion des insectes Bensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer le 
pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accrois- 
sement de la dose nécessaire pour tuer leB formes résistantes) ne peut être évalué 
d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, 
ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, 
s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une 
forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une part, 
et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier las caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 



ANNEXE 



On a trouvé que les gammes de concentrations ci-après convenaient pour l'obtention 
des courbes de régression mortalité-doses. Pour lo DDT et le carbaryl, de 0,01 à 0,08 
pour cent; pour l'azinphos-méthyle, 0,003 â 0,02 pour cent. 
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METHODE POUR LES ADULTES DE DORYPHORE (Leptinotarsa 
decemlineata /Say/) - Méthode PAO N° 12 

Sommaire de la méthode 

On récolte en plein champ deB doryphores adultes, des adultes ayant hiberné, de 
jeunes imagos ou des larves du dernier stade. LeB larves sont conservées pour l'émer- 
gence des adultes en culture de laboratoire. Pour des mesures plus précises, il y a 
lieu de préférer des insectes parfaits de la génération estivale, d'âge exactement 
connu. 

On procède à une application topique de solutions d'insecticides dans de l'acétone 
à des lots de 20 - 30 femelles dont on connaît le poids moyen. Il faut utiliser cinq 
concentrations d'insecticides différant par un facteur constant (au moins trois doses 
déterminant une mortalité supérieure à celle du témoin et inférieure à 100 pour cent). 
Un sixième groupe sert de témoin. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en 
regard de la concenration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de réfé- 
rence sont obtenues avec une source dt référence de sensibilité connue à partir de laquelle 
il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être utilisée 
pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La 
présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition 
probable d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus pousséB. 

Matériel et produits 

Cages d'élevage . Les insectes adultes sont placés dans des cages d'élevage simples. 
Les larves sont maintenues, pour la nymphose, dans des cages dont le fond est constitué 
par une boite contenant de la terre sableuse. On place à l'intérieur de la cage du 
papier plissé pour faciliter le déplacement des insectes. Les souches types peuvent être 
gardées dans de grandes cages (jusqu'à plusieurs mètres carrés) situées à l'extérieur et 
donc les cStés s'enfoncent à environ 40 cm dan3 le sol. Les insectes testés sont nour- 
ris avec des sommités de pomme de terre provenant de plante non traitée aux pesticides, 
de préférence des variétés locales de pomme de terre consommées par le doryphore. A cet 
effet, il est nécessaire de cultiver des pommes de terre sans employer de pesticides. 

Salles d'insectarium . Il faut disposer de deux salles séparées pour l'élevage des 
insectes avant et après le traitement par l'insecticide. Toutes deux doivent être clima- 
tisées et maintenues & des températures de 20 + 2 C et une humidité relative de 75 + 10 
pour cent; il faut une photopériode de 16 heures. 
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figes de maintien en captivité . Elles sont constituées par des flacons de verre, 
d'environ 13 cm de hauteur sur 10 cm de diamètre. Leur fond est couvert d'une légère 
couche de sable et on y place du papier plissé pour faciliter le déplacement des larves. 
La nourriture est constituée par des sommités de pomme de terre pourvues de feuilles, 
placées dans de petites soucoupes avec de l'eau. Les flacons sont recouverts d'une 
gaze permettant une aération suffisante. Après l'expérience, les flacons doivent être 
lavés à fond, pour éliminer les réBidus de pesticide; le reste du matériel est jeté. 
Pour éviter de perdre du temps et de la peine à nettoyer les flacons, on a avantage à 
utiliser des cages qui peuvent être jetées après usage; des hottes en carton enduit 
de cire (pour crèmeB glacées par exemple) d'environ un demi-litre de capacité feront 
l'affaire. On peut aussi préparer des cages de la façon suivante: on fixe des disques 
de carton de 10 cm de diamètre au milieu de feuilles de cellophane (43 x 43 cm). On 
place sur le disque en carton un entonnoir de verre de 10 cm de diamètre, hord en bas, 
et on serre fortement la cellophane autour de ce dernier. Une fois l'entonnoir enlevé 
il reste un c9ne de cellophane en forme de tente, dont on renforce le sommet au moyen 
d'un ruban en caoutchouc et dont on perfore les côtés pour permettre l'aération. 

Aire d'épreuve . La pièce utilisée doit Mre maintenue à une température de 22 à 
26° C. 

Appareil pour applications topiques . Une seringue en fer et verre ou entièrement 
en verre, à contrôle micrométrique, pouvant fournir avec précision 2^il; il serait bon 
qu'elle soit pourvue d'un cliquet ou d'un dispositif d'arrêt pour faciliter les appli- 
cations répétées. Il est recommandé d'avoir une série de seringues interchangeables. 

Matériel d'immobilisation . Un cylindre de CO^, avec valves de réduction et de 
contrôle est nécessaire. Le gaz est amené, par un laveur de gaz, dans un entonnoir muni 
d'un carton perforé sur lequel les insectes sont immobilisés. Le traitement au C0 2 doit 
être limité à une courte période avant l'application de l'insecticide. 

Manipulation . Du fait qu'ils ont le corps lisse, les insectes sont difficiles & 
manipuler; on utilise des pinces entomologiques douces, aux extrémités en forme de 
cupule. 

Collecte, élevage et détermination du sexe deB spécimens 

Au printemps, dès qu'apparaissent les plante de pomme de terre, les insectes ayant 
hiverné infestent ceux-ci dans les champs. On peut utiliser de vieux insectes parfaits 
pour contrôler l'apparition de la résistance. Ces insectes sont recueilli et conservés 
en laboratoire dans des conditions contrôlées pendant une semaine, avant d'être utilisés 
pour des expériences. On obtient des individus de la génération estivale en recueillant 
de jeunes imagos ou des larves du dernier stade, peu de temps avant la nymphose; on les 
élève en laboratoire jusqu'au stade adulte. Il est aisé de déterminer l'âge deB insectes 
d'épreuve; les individus jeunes se reconnaissent a leurs ailes membraneuses légèrement 
scléreuses et de coloration grisâtre. Les individus figés ont des ailes présentant un 
dessin rouge foncé et une bordure noire. Les insectes très jeunes (aux ailes claires 
et légèrement scléreuses) sont conservés jusqu'à l'âge de 21 jours. Les individus ayant 
hiverné peuvent être utilisés dans les expériences au cours de la période de leur vie 
active (par exemple en Europe centrale, mai et juin). Les comparaisons de sensibilité 
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ne peuvent porter que but des insectes du même âge et du mine état (par exemple adultes 
hiverwnt ou adultes d'été). 

I 

r 

Seules les femelles doivent être utiliBéeB dans les tests. Le sexe peut être déter- 
miné assez facilement chez plus de 90 pour cent des insectes en observant le dernier 
éternité abdominal. Celui-ci présente une voussure symétrique chez les femelles, et une 
dépression centrale chez les mâles (voir Figure 1). La précision de la détermination du 
sexe peut être vérifiée après l'expérience, en explorant la pointe de l'abdomen. Les 
mâles sont reconnaissables & la présence d'un édêage falciforme, fortement scléreux. 

Souche de référence type . Les doryphores provenant de champs de pomme de terre non 
traités ne peuvent 8tre considérés a priori comme sensibles. C'est pourquoi il est néces- 
saire de conserver une souche de référence cultivée en laboratoire. Après une sélection 
d'invididus n'entrant pas en diapause, on peut conserver les doryphores dans les conditions 
de laboratoire pendant plusieurs générations. Il faut tenir compte du fait que, vu 
l'absence en laboratoire de la pression sélective de l'environnement, le poids des insectes 
peut diminuer et la sensibilité aux insecticides risque aussi d'Stre modifiée. Si la 
souche est maintenue de façon permanente sans traitement insecticide dans une grande cage 
placée dehors, il est possible d'obtenir des données de référence plus sures. 




Figure 1. Abdomen des doryphores raSleo et femelles. Au-dessus, vue ventrale; au- 
dessous, vue de l'extrémité. Au centre l'édéage raÊle. 
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Solutions d' insecticides 

L'insecticide est dissous dans de l'acétone et soumis a des dilutions sérielles. On 
trouvera aux annexes 2 et 3 des dilutions proposées pour le p-p-DDT. Si l'on utilise des 
insecticides tout & fait nouveaux dans les expériences, il est utile d'effectuer une 
série de tests indicateurs approximatifs, avec des dilutions à 1/10 (solutions de 0,1, 
0,01, 0,001 pour cent). 

Exposition à l'insectioide 

On utilise pour le testage uniquement des insectes femelles. Si l'on dispose du 
temps nécessaire, il convient de les peser individuellement, de façon & choisir celles 
qui sont à peu près du même poids; on peut aussi les sélectionner à vue. Dans les deux 
cas, le poids moyen pour chaque souche ou population testée doit être déterminé sur un 
lot de 30 insectes au moins. 

Des lots de 20 & 30 insectes sont exposés à cinq concentrations de l'insecticide et 
un lot - destiné à Bervir de témoin - au solvant seulement. Les doses sont choisies de 
façon que trois d'entre elles au minimum déterminent des mortalités supérieures & celle 
du témoin et inférieures à 100 pour cent. Sans le cas de population extrêmement résis- 
tante, une dose de 2 ul d'une solution à 10 pour cent (- 200 pg) n'est pas toujours 
suffisante, et il faut utiliser un volume plus élevé. Il n'est pas recommandé d'appli- 
quer une goutte plus grosse, mais plutôt de répéter le traitement avec une autre dose 
de 2 ul des que la première goutte est sèche. 

Les insectes sont conservés dans leurs cages et alimentés Bel on leurs besoins. Les 
comptages de mortalité sont effectués après une période suffisante pour donner une 
valeur constante; avec de nombreux insecticides 6 jours suffisent. Les insectes qui ne 
peuvent se déplacer sont considérés comme morts. On calcule les pourcentages de morta- 
lité et on les corrige par la formule d' Abbott l/ t lorsque la mortalité du témoin est 
supérieure à 5 pour cent. Si la mortalité du témoin dépasse 20 pour cent, il faut tenir 
pour nuls les résultats de l'ensemble des expériences. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référenoe . Afin d'établir des données de référence fiables pour les 
Bouches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors ttre groupés, et les chiffres de 
mortalité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à 
probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DI^ (ou CL_ ) et autres 



doses critiques. 




\J Voir "ContrSle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. 
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Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle, il est nécessaire d'utiliser une dose ou concen- 
tration diagnostique. On la choiBit à partir des données de référence «n se servant de la 
courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon d'insectes norma- 
lement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être détruit. Il n'y a 
pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un tel échantillon, ou 
& la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont nombreux, plus on a 
de chances de déceler la résistance à un stade où seule une petite partie de la popu- 
lation est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible un échantillon d'au 
moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est censé 
détruire & 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 100, 
tandis qu'un traitement censé détruire à 99|9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 1 000. 
La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la plus 
forte peut tuer deB individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il existe 
la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe but les méthodes de lutte, 
il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. Il n'y aura lieu 
de suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 pour cent, ce qui 
peut 8tre vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus de 1 pour cent 
de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses dépassant 
les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la courbe 
de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habituellement, 
seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. A ce stade, 
la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la proportion des 
insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer le pourcentage 
des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accroissement de la dose 
nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué d'une façon exacte qu'en 
comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, ce qui implique norma- 
lement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, s'en faire une idée en 
comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte proportion (soit 
95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une part, et de la population 
suspectée, d'autre part. 
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Testa de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres inBecticideB. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faoiliter le ohoix d'un insecticide de remplacement. 



ANNEXE 



Des tests effectués avec le DDT sur une souche sensible en laboratoire à Poznan l/ 
ont donné les valeurs suivantes pour des adultes de deux & trois semaines (ug/g)i 



m 50 % "N,9 

MSles 169 371 852 

Femelles 173 1 61 1 3 355 

C'est à Voderady, Tchécoslovaquie j/ que la résistance maximale au DDT a été 
vée chez des adultes d'âge comparable recueillis en milieu naturel avec les valeurs DL 
(ug/è") suivantes: mâles, 2 730; femelles, 3 800. 

Les valeurs pour des adultes de la génération estivale relevées à Kleinmachnow, Alle- 
magne orientale gj ont été nettement plus faibles. Une souche présumée normale recueillie 
en milieu naturel a donné des valeurs DL50 de 9» 2 (mâles) et de 8,4 (femelles); des 
adultes de génération estivale comparables, testés & Breclav, Tchésolvaquie avaient les 
valeurs DL^ de 1 003 (nâles) et 1 016 (femelles). 

Partant de ces études, il est possible de faire quelques propositions en ce qui con- 
cerne la gamme utile de doses à essayer pour le test. Lsb adultes de la génération ayant 
hiverné pèsent environ 8-9 grammes et ceux de la génération estivale environ 5-7 
grammes. Pour les colonies sensibles, on doit utiliser des doses allant de 3 & 50 ug/ 
insecte (correspondant à des solutions variant de 0,156 à 2,5 pour cent, avec des gouttes 
de 2 yl). Pour les colonies résistantes, il y a lieu d'explorer la gamme de 25 A 400 
)jg/insecte (correspondant à des solutions de 1,25 â 10 pour cent avec une goutte et 10 pour 
cent avec deux gouttes). 



1/ Hurkoba, J. 1968. DDT-resistance in the Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemli- 
neata Say) in Czechoslovakia. Aota ent. Bohemoslov. . 65» 188-207 

2/ Hrdy, I. et Hurkova J. 1 965. Bericht liber di 10 Vanderversammlung. Deutscher 
Entomologen. Dresden. Tagungsberichte . 80(2), 1969:317-320 

2J Hurkova, J. et Schwarz, E. 1970. Ermittlung der DDT-VertrSgliohkeit von zwei verschie- 
den Kartoffelkffferpopulationen (Leptinotarsa decemlineata Say) durch drei Testmethoden. 
Aroh. Pflanzensch. . 6:3-15. 
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METHODE POUR LES CRIQUETS ADULTES ( Schistocerca 
^ref-Taria Porsk., LocuBta migratoria migratorioides R. 4 F. 

septemfaBoiata Serv. ) - Méthode PAO N° 13 



Sommaire de la méthode 

On recueille sur le terrain des oothèques ou des nymphes, que l'on élève jusqu'au 
stade adulte. On teste des groupes de 10 à 20 adultes à cinq doses différentes, plus un 
témoin, en appliquant l'insecticide sur 1' abdomen au moyen d'un micro-appliquateur. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en 
regard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de 
référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de 
laquelle il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être uti- 
lisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La 
présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition 
probable d'une résistance et la nécessité de procéder & des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Salle d'insectarium . La température de la salle doit être maintenue à environ 28° C 
et l'éclairage pendant 12 heures par jour. Comme il est très difficile d'assurer une for- 
te humidité dans une pièce ou règne une température bien supérieure à celle de l'extérieur, 
c'est à l'intérieur des cages que cette humidité est maintenue, comme indiqué ci-après. 

o 

Aire d'épreuve . La pièce utilisée doit ?tre maintenue à la température de 26 — 28 C* 
L'emploi de cages de post- traitement aux parois en toile métallique permettra d'éviter une 
humidité excessive dans les cages. 

Ca^es d'él-?vage . Elles peuvent être constituées par des cadres en bois ou en métal, 
avec des parois en planches, plaques d'aluminium ou grillage fin. Les cages de 40 x 40 x 
50 cm peuvent contenir jusqu'à 150 - 200 criquets adultes. Le devant de la cage peut être 
muni d'un panneau en verre, pour permettre les observations, et un ou plusieurs des autr|s 
côtés doivent être pourvus d'un panneau de treillis métallique (calibre 28-30) de 150 cm 
au moins, pour assurer une ventilation convenable. A quelque 10 cm au-dessus du fond, on 
place un double fond, bien ajusté mais amovible, en zinc perforé du calibre 16, et de 1 mm 
d'épaisseur. Pour la reproduction, le double fond doit être percé de quatre ou cinq trous 
ronds (3 cm de diamètre) destinés à porter les tubes de ponte. Ces tubes, en aluminium 
ou en verre, à fond plat et ouverts à une extrémité, sont insérés dans les trous faits 
dans le double fond, de façon que l'extrémité ouverte affleure le plancher. Une ampoule 
électrique est placée à l'intérieur de la cage, pour maintenir une température de 32 C 
au milieu de celle-ci, le choix de la puissance de la lampe dépendant de la température 
de la salle. Pour une pièce à la température de 28 C, il faut une ampoule de 60 watts. 
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Il est essentiel de disposer dans chaque cage de nombreux rameaux b ranch us et secs ou 
bandes de toile métallique galvanisée pour que les larves de criquets puissent muer et 
demeurer au voisinage de la lampe électrique. 

Le b jeunes larves du criquet pèlerin meurent en milieu sec, et il est indiqué de 
placer de l'ouate humidifiée sous le double fond de la cage renfermant des larves des 
premier, deuxième et troisième stades. Une condensation sur les parois de la cage signi- 
fie que l'humidité est excessive, mais des excréments humides indiquent une humidité plus 
salubre que s'ils sont durs et secs. 

Cages de maintien en captivité . Il faut des cages & cadre métallique, aux parois 
en fin grillage, avec couvercle bien ajusté, pour des groupes de 10 - 20 adultes traités. 
On peut aussi employer des cages en plastique, mais celles-ci devront 8tre bien ventilées; 
il faut pour cela disposer dans la partie centrale du couvercle un treillis en fil de 
fer ou en zinc. Chaque adulte doit pouvoir disposer d'environ 250 cm-*, de sorte qu'une 
cage cubique de 15 cm de côté conviendrait pour maintenir en captivité jusqu'à 15 adultes. 

Réactifs, etc. 

Solvants . Le produit connu sous le nom de "Kérosène extract bottoms" (KEB), fraction 
de pétrole aromatique de faible viscosité convient comme Golvant. Il est commercialisé 
par la British Petroleum Ltd. sous la dénomination d , "Aromasol". On peut aussi utiliser 
l'isopropyle benzène, vendu sous le nom de "Shellsol A" par la Shell Co. Ltd. Un autre 
solvant indiqué est le "HAN" vendu par Esso Ltd. 

Insecticides pour tests . Doivent être utilisés purs ou techniquement purs (plus 
de 95 pour cent de pureté). 

Mat 6 ri al pour applications topiques . Au moins une seringue à contrôle micrométrique 
ou une micropipette en verre pouvant fournir avec précision 1,0^x1 de solution insecti- 
cide. Si l'on se sert d'une pipette micrométrique, il est souhaitable d'avoir un méca- 
nisme d'arrSt à bouton pour faciliter l'application de quantités régulière». 

Collecte des spécimens et élevage 

Collecte des spécimens . Des oeufs ou des nymphes doivent être recueillis en plein 
champ et élevés jusqu'au stade adulte pour être alors utilisés. A moins que l'espèce 
n'ait une longue diapause adulte, il est préférable de ne pas employer directement des 
adultes recueillis sur le terrain, mais d'élever les insectes de façon à pouvoir uti- 
liser des adultes de la génération suivant e d'âge connu. Il y a lieu de préciser clai- 
rement sur les bulletins de compte-rendu l'origine et l'âge des criquets testés. 

Techni ;ue habituelle d'alimentation et d'élevage . Les adultes et nymphes des espèces 
choisies peuvent 8tre «levés sur de l'herbe fraîche et du foin. On conseille souvent 
d'employer du son comme supplément de l'herbe fraîche, mais il est essentiel de vérifier 
que ce dernier n'a pas été traité par des insecticides pour combattre divers ravageurs 
des denrées emmagasinées ( Tribolium spp., par exemple). Le son, si on l'emploie, doit 
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être changé chaque jour. Lorsqu'il est difficile de se procurer de l'herbe, on peut 
donner une quantité supplémentaire de foin (foin de graminées), bien que les criquets ne 
puissent vivre exclusivement de foin. Le Schistocerca peut être nourri de feuilles de 
chou, de pissenlit, de patience et de nombreuses autres plantes et feuilles d'arbres. 

Un régime artificiel comportant une partie de son, une partie d'herbe sèche et une 
partie de lait en poudre, auxquelles on ajoute 1/10 du volume de levure sèche, a donné 
de bons résultats, mais il importe de le compléter par une certaine quantité de nourri- 
ture fraîche, si l'on veut que les taux de reproduction restent élevés. Il n'est pas 
nécessaire de fournir de l'eau aux insectes, à moins que le régime ne Boit complètement 
sec. Pour maintenir le milieu sain il faut, chaque jour, débarrasser les cages de l'her- 
be non consommée, des excréments et des insectes morts, avant d'apporter la nourriture 
fraîche. 

Ponte et incubation . Les criquets déposent leurs oeufs dans les tubes de ponte à 
fond plat sur du sable tamisé fortement tassé, que l'on stérilise, puis humidifie en 
mélangeant 15 parties d'eau à 100 parties de sable en volume. Les tubes doivent être 
remplacés tous les jours, qu'ils contiennent ou non des oothèques. Les tubes renfermant 
des oothèques doivent être recouverts d'un capuchon métallique, pas trop Berrê, pour 
empêcher une perte d'eau excessive, et mis à incuber à 28 - 32 C selon l'espèce. Dans 
les conditions indiquées, les femelles de Schistocerca pregaria . pressées les unes contre 
les autres, déposent leurs premières oothèques de 4 à 6 semaines après avoir atteint le 
stade adulte et produisent une oothèque tous les 7 à 10 jours. Pour Locusta mipratoria 
migratorioides . le taux de ponte est légèrement plus élevé: une oothèque tous les 7 
jours. Ce taux dépend de la température de la cage. Les tubes ne doivent pas être touchés 
jusqu'à un jour ou deux avant la date d'êclosion des oeufs (voir plus loin les détails 
sur les périodes d'incubation). On enlève alors le couvercle des tubes et on place ceux- 
ci dans la cage où doivent être élevées les nymphes. Il faut placer de la nourriture 
dans la cage pour les nymphes une fois écloBes. On peut aussi mettre les récipients con- 
tenant le sable dans des flacons en verre avec couvercles métalliques et les remettre 
dans l'incubateur jusqu'à éclosion des oeufs. La mortalité ultérieure peut être plus 
forte du fait que les larves ont moins de place pour se déplacer. Ces dernières doivent 
être retirées des bocaux aussitôt que possible après leur sortie, et mises dans la cage 
d'élevage. 

Périodes d'incubation . L'incubation des oeufs dure de 11 à 25 jours à la température 
de 28 - 32° C, selon les espèces. Ainsi, L. m. migratorioides a une période d'incubation 
de 16 jours à 28° C et de 11 jours à 32° C. Pour S. gregaria , les durées sont de 17 jours 
à 28 C et de 12 jours à 32 C, tandis que pour Nomadacris septcmfasciata l'incubation 
est de 21 jours à 32 C. On pourra obtenir des renseignements supplémentaires sur l'éle- 
vage et la multiplication des criquets au laboratoire, en s 'adressant au Centre for 
OverBeaa Pest Research, à Londres. 

Solutions tests d'insecticides 

On dissout 1 ' inseoticide, pur ou techniquement pur, dans le solvant porteur, de façon 
à avoir une concentration asBez élevée pour détruire tous les insectes sensibles. On 



prépare ensuite des dilutions BérielleB, en utilisant un rapport de dilution de 1: 



ou 
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Le Tableau 1 donne les valeurs de la DIv Q et les conoentrationa demandé» pour les 
tests, ainBi jue les temps exigés pour le parachèvement de l'action de certaine insecti- 
ciddes courants. Pour les nouveaux insecticides, il y a lieu de procéder a des test* 
préliminaires sur une large gamme de doses (par exemple 100,33, 10yig/g, etc.)» en uti- 
lisant les concentrations appropriées. 



Tableau 1 



Concentrations d'insecticides proposées, avec leurs valeurs DL DL probables 
pour les tests avec Schistocerca gregaria . Les valeurs pour Locusta ffilfrratoria et 
Womadacris septemfasciata seront analogues ou plus faibles 













Insecticide 


Gamme de 

concentrations 


Doses probables 


Rapidité do 






la 




proposées 


DL 50 DL 99,9 


mort 




% pds/vol. 
2 à 10 




jours 
5-10 


Gamma-HCH 


9,0 


26 


Carbaryl 


5 à 10 


28 


94 


1 


Diazinon 


1 à 6 


4,7 


16 


3-5 


Dichlorvos 


0,5 à 5 


1,8 


9 


1 


Dieldrine 


2 & 8 


5,1 


20 


7-21 


Fénitrothion 


2 à 12 


6,0 


32 


1 - 6 


Malatiùon 


6 à 18 


31 


130 


3- 9 


Parathion-mëthyle 


0,5 a 5 


2,0 


11 


2 



Exposition à l'insecticide 

Les criquets doivent être util^séB de 10 à 20 jours après être devenus adultes. La 
dose pourra éventuellement être exprimée en microgrammes par gramme de poids corporel. 
Il convient de choiBir des groupes d'insectes de taille approximativement égale, et dé- 
terminer la poids corporel moyen pour chaque lot recevant une dose donnée. Le poids du 
criquet adulte varie selon l'espèce et le sexe, mais dépasse rarement 4,5 g. 

Chaque insecte est traité par application d'une gouttelette de 1 pi entre le premier 
et le second éternité abdominal, où l'insecticide se répand rapidement le long des mem- 
branes arthrodiales et est ainsi difficilement enlevé par le criquet. Pour appliquer des 
doses au-deBBua de la limite de la solution mère, on peut distribuer successivement deux 
ou trois gouttes, en laissant le solvant de chacune d'entre elles s'évaporer avant d'ap- 
pliquer la suivante. 

Dans line série d'expériences visant à déterminer les éléments de la courbe de réfé- 
rence, on utilise 50 ou 100 insectes (selon leB disponibilités), en lots de 10 à 20, que 
l'on expose & cinq doses différentes d'insecticide, un lot - servant de témoin - étant 
traité seulement avec le solvant. 
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Main-tien en captivité, mesure et relevé de la réaction 

Chaque groupe de 10 à 20 criquets est placé dans l'une des cages de maintien en cap- 
tivité après traitement (portant l'indication de la dose et de la date d'application) avec 
de la nourriture fraîche, et conservé dans l'aire d'épreuve. Les mortalités doivent 
8tre relevées pendant un certain tempe après le traitement, jusqu'à ce qu'il n'y ait plus 
de morts ou jusqu'à ce que le taux de mortalité soit le môme chez les groupes traités et 
le témoin. La rapidité d'action varie beaucoup selon les insecticides. On trouvera au 
Tableau 1 des chiffres indiquant l'intervalle approximatif nécessaire avant de procéder 
aux derniers comptages de mortalité, pour divers types d'insecticides. 

Il est difficile de préciser exactement le stade où les criquets peuvent être consi- 
dérés comme morts après le traitement par un insecticide; il est donc conseillé d'uti- 
liser une méthode arbitraire pour établir la "mort virtuelle". Elle consiste à retourner 
les insectes; ceux qui sont incapables de se redresser sont considérés comme "virtuel- 
lement morts". LeB insectes se rétablissent rarement une fois ce point atteint. 

Si l'on trouve des criquets morts ou "virtuellement morts" chez les témoins, les 
pourcentages de mortalité des groupes traités doivent être corrigés par la formule 
d' Abbott 1/ . Les résultats sont à écarter et le test à répéter, lorsque la mortalité des 
témoins dépasse 20 pour cent; il n'y a pas de correction à opérer lorsque la mortalité 
des témoins est inférieure à 5 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les sou- 
ches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, i elon la varia- 
bilité observée. Les résultats peuvent alors 3tre groupés, et les chiffres de mortalité 
moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à probabilité 
logarithmique. ( On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes de 
régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^ Q (ou CL. Q ) et autres doses critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d' insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en 
se servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'3tre 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un 
tel échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance à un stade où seule une petite 
partie de la population est atteinte. 2n général, il y aura lieu d'utiliser si possible 
un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 



\J Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", page 3. 
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En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est censé 
détruire à 99 pour oent permettra théoriquement la survie d'un ineecte normal sur 100, 
tandis qu'un traitement censé détruire a 99t9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 1 000. 
La dose la plus faible risque d'induire en erreur but la résistance, alors que la plus 
forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il 
existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesures de 
lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. Il n'y 
aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 pour cent, 
oe qui peut 8tre vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus de 1 
pour cent de survie dans chaque -test successif s'atténuera progressivement avec chaque 
répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
Bont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieure présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses dépas- 
sant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la 
courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habi- 
tuellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. 
A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la 
proportion des insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer 
le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c ' est-à-dire 1 'ac- 
croissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué 
d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, 
ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut néanmoins, 
s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une 
forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible, d'une part, et 
de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croiaée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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METHODE POUR LES LARVES ET ADULTES DES LUCILIES DU MOUTON 
(Lucilia sp.) - Méthode PAO N° 14 

Sommaire de la méthode 

On décrit ici les méthodes de testage s'appliquant aux larves et aux adultes des 
lucilies du mouton. Bien que mises au point pour la lucilic australienne, Lucilia 
capriaa Wied. , elles sont applicables également à d'autres espèces de lucilies (L. 
sericata Meig, par exemple). Le testage larvaire est considéré comme plus indiqué 
pour détecter l'apparition de la résistance sur le terrain. 

On utilise des pifeges avec appâts pour recueillir des échantillons de populations 
sauvages et on entretient des colonies a 25 C. Lorsque l'on dispose de quantités 
d'insectes suffisantes, il est préférable de tester une descendance de première géné- 
rrtion. Il faut utiliser des souches dont la sensibilité est reconnue pour déterminer 
les éléments de la courbe de référence, y compris les doses discriminantes. 

Le test larvaire comporte l'exposition de larves du premier âge à une série de tam- 
pons de tissu cellulosique imprégnés d'insecticide à des concentrations différentes et 
que l'on place dans de petits tubee â essai. 

Dans les tests sur adultes, on traite par applications topiques des lots de femelles 
âgées de jours, avec des gouttes de 0,5 pi de solutions d'insecticides. Les mortalités 
sont relevées au bout de 24 heures. 

Les résultats obtenus par l'une et l'autre méthode sont traités en portant la morta- 
lité en regard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Los données 
de référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de 
laquelle il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être uti- 
lisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La 
présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition 
probable d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Insectarium . Il faut disposer d'une pièce maintenue à la température de £*> + 2° C et 
à environ 60 pour cent d'humidité relative. Le régime d'éclaircment n'a pas d'importance. 



Copyrighted material 



88 



Cages d'élevage . Une cage de 40 en , aux parois en toile métallique à mouches, 
permet d'élever jusqu'à 2 000 adultes. Si on le désire (pour la conservation de colonies 
particulières), on peut se servir de cages plus petites, au volume proportionné au nombre 
d'insectes (environ 50 ce par mouche). Des bocaux seront utilisés pour les stades lar- 
vaires; des vases de Kilner à deux fins conviennent. 

Aire d' épreuve Une salle ordinaire suffit pour le te stage, mais on doit disposer 
d'une aire de maintien en captivité a la température de l'élevage, constamment et très 
bien éclairée d'en haut. 

Matériel pour toBt larvaire . Il faut disposer de tissu de cellulose à mailles, 
non tissé ("Keybak" vendu par l'Union Carbide en Australie et "Sofnet" par Johnson au 
Royaume-Uni, par exemple). 

Une douzaine de pipettes en verre de 1 ml. 

Six douzaines de petits tubes à essai (7.5 cm de long sur 1 om de diamètre intérieur). 
Avant emploi, ces tubes doivent être rincés avec une solution de silioone à 1 pour cent 
dans de l'acétone, afin que l'eau njjr adhère pas. Si ljon peut trouver facilement du 
"Dri-Film" (SC-87 Pierce Chem. Co /General Electric Co^/), on obtient de meilleurs résul- 
tats. 

Il est facile de fabriquer des supports de tubes à essai en creusant dans des blocs 
de bois des trous de 3 cm de profondeur et d'un diamètre légèrement supérieur à celui des 
tubes pour que ceux-ci s'y adaptent facilement. 

Une certaine quantité de sérum animal (de mouton de préférence). 

De grandes boîtes de Pétri (15 cm), un microscope à dissection de faible puissance 
et un compteur à main sont utiles pour le relevé des mortalités. 

Matériel pour test sur adultes . Il faut disposer d'une micro seringue à contrôle 
micrométrique pouvant donner avec précision des volumes de 0,5 vl de préférence avec cli- 
quet ou mécanisme d'arrSt pour simplifier leB applications répétées» On peut aussi uti- 
liser des micropipettes à tubes capillaires de 0,5pil à remplissage automatique mais la 
précision est un peu moins grande. 

Comme cages de maintien en oaptivité, on peut employer des godets à jeter (en 
plastique ou en papier), avec couvercle en gaze extensible. On peut mettre jusqu'à 40 
mouches traitées dans un récipient ayant 6 cm à la base. La subsistance des mouches est 
assurée par un cube de sucre et un tampon d'ouate saturé d'eau placé sur la gaze fermant 
le godet. 

Il faut une arrivée de gaz carbonique, fourni par un cylindre muni d'une bonne valve 
de réduction, pour immobiliser (anesthésier) les mouches avant application de l'insec- 
ticide. Il est commode de faire parvenir le gaz jusqu'à la tige d'un entonnoir de Btîchner 
vertical. 
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Réactifs . De l'acétone pur pour analyse et du di-octyle phtalate eont nécessaires 
pour préparer les solutions. 

Les échantillons d'insecticides pour test devront être suffisamment purs (au moins 
95 peur cent de pureté). 

Collecte des spécimens et élevage 

Collecte . On emploie des pièges appropriés pour recueillir deB échantillons de popu- 
lations de mouches sauvages provenant de diverses régions. Ces pièges sont appâtés avec 
un mélange de viande ou de foie de mouton haché et d'un égal volume d'eau. L'addition 
d'environ 5 n>^ de sulfure d'ammonium peut favoriser une attraction rapide. Si les pièges 
sont posés pour pluB de 24 heures, il faut ajouter de l'eau et du sucre. Un échantillon 
d'au moins 100 adultes doit être recueilli dans chaque endroit. 

Elevage . On place un plat contenant des tranches de foie dans la cage avec des 
adultes, qui y déposeront leurs oeufs. Ces derniers sont couverts jusqu'à leur éclosion 
et transportés alors dans un flacon de Kilner contenant du foie de mouton, placé sur de 
la vermiculite fine, avec couvercle ajouré empêchant l'évaBion des insectes (deB serviet- 
tes do dentiste ou une gaze fixées par la bague du flacon de Kilner). Une fois à matu- 
rité, les larves effectueront leur nymphose dans la vermiculite, dont on peut leB sépa- 
rer par tamisage pour les transporter dans les cages pour adultes. On fournit a ces 
derniers des tampons de coton imbibés d'eau et des morceaux de sucre. Les femelles 
demandent une nourriture riche en protéineB (du foie homogénéisé par exemple), pour 
former leurs oeufs. 

A 25° C, l'éclosion des oeufs a lieu de 18 à 24 heures après la ponte et le dévelop- 
pement larvaire et nymphal jusqu'au stade adulte exige environ 12 jours. 

Méthode du teBt larvaire 

Solutions tests d'insecticides 

Pour chaque insecticide, on prépare une Bolution mère dans de l'acétone à la plus 
forte concentration qui sera sans doute requise. On trouvera à l'annexe des indications 
pour quelques insecticides. Pour de nouveaux produits il est conseillé de préparer une 
large gamme de concentrations en procédant à des dilutions de 1/0,1 de façon a obtenir 
une gamme opératoire convenable. Il sera alors possible de préparer une série de concen- 
trations aux rapports de 1/0,5 ou 1/0,71 (0,71 - l/y*?}. Ceci doit permettre d'effectuer 
des tests avee troiB ou quatre doses différentes provoquant une mortalité partielle et 
une dose occasionnant une mortalité totale. 
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Préparation des Bubstrats traités 

On découpe des morceaux de matériau non tissé (Keybak, ou Sofnet) mesurant 30 x 2 cm 
qui sont réunis par trois, enroulés solidement, mais non serrés et introduits dans le 
fond des petits tubes à essai. Chaque rouleau est alors traité, par addition de 1 ce 
d'une solution acêtonique appropriée, lentement avec une pipette. Un tube témoin de 
chaque série sera traité avec de l'acétone seule. Les tubes sont laissés au repos pen- 
dant 24 heures pour que l'acétone s'évapore complètement. Ils sont alors prêts à être 
utilisés, mais ils peuvent être conservés, le cas échéant, pendant quelque temps, à 
moins que l'insecticide ne soit instable. Des traitements au Diazinon et au Halathion 
conservés pendant quatre semaines ont donné des résultats analogues à ceux obtenus au 
bout de 24 heures. 

Exposition au substrat traité, relevé de la mortalité 

On utilise les oeufs pondus sur le foie au cours d'une période de 90 minutes pour 
obtenir les larves destinées au test. Si les adultes recueillis sur le terrain ne four- 
nissent pas suffisamment d'oeufs, il faut reporter le test à la génération suivante. 
Les oeufs sont recueillis et transférés sur du papier filtre tout autour d'une très 
petite quantité de foie. A l'éclosion, les larveB passent sur le foie et se trouvent, du 
fait du mode opératoire, convenablement rassemblées et réparties au hasard. 

Les larves sont utilisées 6 heures environ après l'éclosion. Une heure avant de les 
introduire dans les tubes à essai, on ajoute lentement 1 ml de sérum au centre de la par- 
tie supérieure du substrat enroulé. 

On transfère a l'extrémité supérieure des tampons enroulés des lots d'environ 100 
larves (une boulette de la taille d'une tête d'allumette); pour cotte opération on peut 
utiliser do fins bâtonnets de bois (comme ceux qui sont employés pour le sondage de 
l'oreille), mais les risques de dommage sont moine grands avec un pinceau d'artiste. 

AprèG implantation deB larves, les tubes sont conservés dans une enceinte grillagée, 
pour empêcher l'entrée de mouches, et placés dans des porte-tubes, sous un éclairage 
fluorescent. La lumière ot la surface recouverte de silicone empêchent les larves de 
quitter les tampons. 

Au bout de 2<j heures chaque tampon est placé dans un plat, avec de l'eau à la tempé- 
rature du sang. Les différentes bandes sont séparées et légèrement tapotées pour déloger 
les larves, et on vérifie soigneusement que toutes celles-ci ont été enlevées. A l'aide 
d'un microscope a dissection et d'un fond noir, on peut déterminer le nombre de larves 
vivantes et de larves mortes. Il est parfois commode d'enlever avec une pipette celles 
de le catégorie la moins nombreuse, pour faciliter le comptage de celles qui restent. 



Méthode de test sur adultes 

Solutions tests d'insecticides 

On prépare la solution insecticide mère de base avec du di-octyle phtalate (DOP), à 
deux fois la plus forte concentration nécessaire. Il faut la conserver au réfrigérateur. 
Il peut être nécessaire, si l'insecticide est cristallisé, de le dissoudre d'abord dans 
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quelques gouttes d'acétone. Lorsqu'on a à préparer une gamme de dilutions sérielles, 
une partie de la solution mère est mélangée d'abord avec un égal volume d'acétone, avant 
d'effectuer Les dilutions du mélange fraîchement préparé DOP/acétone à parties égales. 
Une fois l'acétone ajoutée, il faut soigneusement empêcher 1' évaporât ion. 

L'annexe donne des indications pour quelques insecticides. Dans le cas de produits 
nouveaux, il est conseillé de préparer une large gamme de concentrations, en procédant à 
des dilutions de 1/0,1 de façon à obtenir une gamme opératoire convenable. Il sera alors 
possible de préparer une série de concentrations aux rapports de 1/0,5 ou 1/0,71 (0,71 » 
1/ 2). Cela doit permettre d'effectuer des tests avec trois ou quatre doses différentes 
provoquant une mortalité partielle et une dose occasionnant une mortalité totale. 

Exposition a l'insecticide, maintien en captivité et relevé de la mortalité 

On choisit, dans des lots de mouches immobilisées au moyen de gaz carbonique, des 
femelles âgées de quatre joure que l'on traite par application topique de gouttes de 0,5 
ul de solution insecticide, sur la partie dorsale du thorax. On doit prendre au moins 
20 mouches par lot et prévoir, pour chaque Bérie de tests, un lot témoin traité par de 
l'acétone seule. On doit rojeter les mouches trop petites, ainsi que les mâles. La 
durée du contact avec le gaz doit être réduite au minimum et no pas différer beaucoup d'un 
lot a l'autre. 

Après une série de traitements, les cages de maintien en captivité sont gardées sur 
l'aire de conservation pendant 24 heures, après quoi on détermine les pourcentages de 
mortalité, les mouches moribondes (incapables de se déplacer) étant considérées comme 
mortes. 

Si l'on observe des insectes morts ou moribonds chez les témoins, il y a lieu de 
corriger par la formule d' Abbott \J les pourcentages de mortalité. Il ne faut pas tenir 
compte des résultats si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les sou- 
ches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la varia- 
bilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de mortalité 
moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à probabilité 
logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes de 
régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^ Q (ou CL^ Q ) et autres doses critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une dose 
ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données do référence en se 



1/ Voir "Contrôle et détection do la résistance - Principes généraux", p. 3. 
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servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'Itre dé- 
truit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un tel 
échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance & un stade ou seule une petite 
partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible 
un échantillon d'au moins 100 inBectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire & 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire & 99» 9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 
1 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la 
plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il 
existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesures de 
lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. Il n'y 
aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 pour cent, 
ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétée. La probabilité d'observer plus de 1 
pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec chaque 
répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon los conditions du test. Ru» conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les testE de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résis- 
tance. Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses 
dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de 
la courbo do régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. 
Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au 
début. A ce stade, la courbe de régression s'aplatit au niveau correspondant à la pro- 
portion deB insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer le 
pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accrois- 
sement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut 8tre évalué d'une 
façon exacte qu'en comparant une souche résistance homogène à une souche sensible, ce qui 
implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, s'en faire 
uno idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte propor- 
tion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une part, et de la 
population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois oonfirmêo la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter deB études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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ANNEXE 

Concentrations proposées en relation avec la mortalité prévisible 
dans le cas (A) de larves du premier âge et (B) de mouches adultes de 

Luc i lia caprina normalement sensibles 

A. TESTS AVEC LARVES DU PREMIER AGE 

Les concentrations indiquées sont celles utilisées pour traiter les rouleaux de 
matériau non tissé. Les chiffres se rapprochent aussi de la quantité en microgrammes 
d'insecticide par tube. 



! 

Insecticide 

i 
i 

i 
i 


Concentration (ppm) 
pour divers pourcentages 
de destruction 




95 £ 


50 # 


DDT 900,00 
vhch ji ^50,00 
.Malathion 9,00 
Diazinon 0,35 


160,00 
75,00 
4,00 
0,15 


25,00 

11,00 

1,70 
0,05 



B. TESTS AVEC MOUCHES ADULTES 

Les concentrations indiquées sont celles appliquées directement sur les mouches. 
Les chiffres, multipliés par 5, se rapprochent de la dose en microgrammes par mouche. 



Insecticide 


Concentration (ppm) 
pour divers pourcentages 
de destruction 


! 


99,9 i» 


95 £ 


50 i 


DDT 


1,00 


0,36 


0,12 


NHCH 


! 0,28 


0,20 


0,03 


'Malathion jj 0,56 


0,26 


0,10 


Diazinon S 0,10 

il 


0,04 


0,018 
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METHODE POUR LES ADULTES DE QJJELÇJJES C0LE0PT3RES RAVAGEURS IMPORTAIS 
DES CEREALES EMMAGASINEES (MALATHIOII OU LINDAHE) - Méthode PAO N° 15 



Sommaire de la méthode 

On décrit ici une méthode pour déceler la résistance au Malathion et au Lindane chez 
Sitophilus orysae . S. seamais . S. granarius . Rhygopertha domina ca . Tribolium castaneum . 
T. confusura . Orygaephilus surinamensiB et £. mercator . La méthode est semblable, dans 
son principe et ses détails essentiels, & la méthode PAO N 6 décrite pour T. castaneum l/.. 

Elle consiste à mettre des insectes adultes en contact avec des papiers imprégnés 
d'insecticide. Les réactions sont estimées au bout de 5 3- 6 heures ou de 24 heures, 
selon la rapidité d'action des insecticides. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en 
regard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de réfé- 
rence sont obtenues avec une souene de référence de sensibilité connue à partir de laquelle 
il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de tclB tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité do procéder â des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Insectarium . L'installation doit permettre d'élever les insectes à 25° C, ou â 30° C, 
et a une humidité relative de 70 pour cent environ. On peut se servir aussi d'un grand 
incubateur, l'humidité pouvant y Stre réglée en y plaçant une ouvette ouverte remplie 
d'une solution saturée de nitrate de sodium ou de chlorure de strontium. 

Matériel d'élevage . On trouvera à l'annexe 3 des indications sommaires sur les mi- 
lieux d'élovage et les températures convenant aux différentes espèces. Les milieux doi- 
vent être désinfectés par chauffage, dans un récipient fermé, à 60 C pendant 1 heure 
(après que cette température a gagné tout le milieu). Comme récipients d'élevage, on 
peut employer de petits flacons ou des bouteilles à large goulot, fermés hermétiquement 
avec du papier filtre (Whatman N° 29 noir) et de la paraffine solide (pour limiter le 
déplacement des acariens). Les récipients placés dans l'incubateur doivent ttre disposés 



}J Voir Bull, phytoaan. PAO . 18:107-117, 1970 
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sur des plateaux contenant de l'huile de paraffine, comme précaution supplémentaire pour 
prévenir la contamination par les acariens. 

Tous les ravageurs des céréales sont sujets aux maladies en culture de laboratoire. 
Les espèces de Tribolium sont particulièrement sensibles au protozoaire parasite Parinocystis 
tribolii . et tout le matériel utilisé pour la manipulation des insectes et des milieux 
doit 6tre 3térilisé dans une étuve â air chaud à 110 - 120 C après usage ou, si on ne 
s'en sert pas, être conservé dans cette étuve. Une exposition d'au moins une demi-heure 
à une heure à la température ci-dessus est nécessaire pour détruire les spores du proto- 
zoaire. Tout le matériel en plastique utilisé doit Être en polypropylène, nylon ou 
polycarbonate réfractaires â cette température. 

Pour combattre les espèces autres que Tribolium spp, et Rhygopertha dominica . on doit 
disposer de Pluon GPI (dispersion aqueuse de polytétrafluoroéthylène, vendue par Impérial 
Chemical Industries Ltd.). On applique une légère couche de ce produit sur les 2 cm supé- 
rieurs de la paroi interne des récipients d'élevage, afin d'empêcher les insectes de se 
grouper sur les fermetures en papier filtre et de les percer. Tous les récipients de 
manipulation doivent otro traités de la même façon. 

Aire d'épreuve . Il es^conseillé d'utiliser une pièce normalement éclairée, main- 
tenue à la température de 25 C et a 70 pour cent environ d'humidité relative. 

Réactifs, etc . Le Bolvant primaire utilisé comme véhicule de l'insecticide est 
l'huile Risella 17 (huile légère de lubrification, a très faible teneur en produits 
aromatiques). 

Il faut des solvants volatils pour imprégner les papiers filtres. Un mélange recom- 
mandé consiste en éther de pétrole (p.e. 60-80 C) et acétone pur pour analyse (3/l)« 
On peut aussi employer du chloroforme ou du trichlorêthylène , en prenant suffisamment de 
soins pour éviter une inhalation excessive do vapeur (de préférence en utilisant une 
hotte). 

Les insecticides utilisés pour les divers tests doivent avoir au moins 95 pour cent 
de pureté. 

Papier filtre . Il faut prendre du papier filtre N° 1 de Whatman (7 cm de diamètre). 

Pipettes . Pour distribuer de petits volumes des solvants primaires visqueux, il 
convient d'utiliser des seringues hypodermiques de 10 ml (sans aiguilles). On peut em- 
ployer dos pipettes en verre (de 1 ml, graduées en dixièmes) pour appliquer les solu- 
tions mixtes sur le papier filtre. Ces pipettos doivent avoir des pointes fines, avec 
de3 orifices convenablement calibrés. 

Anneaux de verre ou de métal . On utilise des anneaux de verre ou de métal poli (5 cm 
de diamètre sur 2,5 cm de hauteur) pour maintenir les insectes sur la surface traitée. 
Il peut Itre nécessaire d'avoir recours à des couvercles en toile métallique, pour rete- 
nir certaines souches qui ont tendance à s'envoler à 25 C. Les anneaux doivent être 
trempés dans du Pluon QP1, si on les utilise avec Sitophilus et Oryzaephilus spp. 
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Collecte deB spécimens et élevage 

Pour l'identification des diverses espèces voir l'annexe 1. L'identification cor- 
recte est particulièrement importante. Les tests ont été élaborés de façon â permettre 
aux chercheurs d'identifier les espèces après exécution des tests discriminants. Il est 
essentiel que toutes les identifications soient contrôlées à ce moment, particulièrement 
en ce qui concerne les survivants, et s'il reste quelque doute quant à l'identité de 
spécimens, ceux-ci doivent Stre soumis â une spécialiste de ce groupe d'insectes. 

Collecte des échantillons . Il convient de recueillir un petit échantillon d'insectes, 
adultes de préférence, sur chacune des denrées ou dans chaque habitat différent pré- 
sentant des traces d'infestation. Les échantillons doivent être conservés séparément et 
étiquetés. En général, un échantillon doit comprendre au moins 100 insectes. On pourra 
utiliser, comme récipients, des fioles en plastique, de préférence en polycarbonate, ayant 
environ 3 cm do diamètre et 8 cm de haut, munies d'un couvercle perforé. 

Les insectes sont recueillis, (a) en tamisant la denrée sur un tamis a mailles appro- 
priées; (b) par ramassage au moyen d'une brosse sur les planchers, murs ou â la surface des 
sacs; (c) par prélèvement de petites quantités de la marchandise ou de résidu au moyen 
d'une cuillère; ou (d) â l'aide d'un aspirateur. Lsb insectes doivent être bien séparés 
de ln. denrée, et il faut ajouter dans le récipient de conservation une petite quantité 
d'un mélange 3/3/1 (en poids) de blé entier, farine de blé entier et brisures de blé avec 
du papier chiffoné comme support. On doit éviter de laisser les échantillons exposés au 
soleil ou soumis à d'autres conditions extrêmes, et les expédier aussitôt que possible au 
centre de testage. 

Relevé de3 données concernant 1 'inf estation . Il est hautement souhaitable de relever 
tous les détails pertinents concernant 1 ' inf estation ayant donné lieu au prélèvement des 
insectes, notamment les renseignements relatifs à la denrée alimentaire infestée, au 
type d'entrepôt, & la situation géographique et aux insecticides qui ont été utilisés pour 
combattre les insectes (voir annexe 2). 

Réception des échantillons . A leur arrivée au laboratoire, les insectes doivent être 
séparés de la denrée ou du milieu dans loquel ils se trouvent, et placés dans des réci- 
pients d'élevage contenant les milieux décrits à l'annexe 3. Chaque insecte doit dis- 
poser de 2 grammes au moins de ces mélanges. Les échantillons sont placés dans un 
incubateur, aux températures indiquées & l'annexe 2 et a une humidité relative de 70 pour 
cent, où ils sont maintenus pendant une période minimale de quatre jours. On peut alors 
les séparer du milieu par tamisage et les utiliser pour les tests de résistance. 

Il faut environ 600 insectes pour effectuer les tests couvrant une série complète 
de concentrations. Il en faut habituellement 80 pour contrôler l'apparition de la résis- 
tance, des quantités plus faibles pouvant cependant parfois être utilisées pour vérifier 
une résistance suspectée (voir section sur le contrôle de l'apparition de la résistance). 

Elevage des souches pour les essais . Si l'on ne dispose pas de suffisamment d'in- 
sectes, ou s'il est souhaitable de procéder â des tests complémentaires, on peut élever 
des insectes en laboratoire pour procéder & des tests sur la génération suivante. Lo 
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milieu Mtritif sur lequel leB insoctos de l'échantillon ont été conservés au départ 
pendant quatre jours contiendra habituellement assez d'oeufs pour assurer la descendance. 

Les époques d'apparition des adultes de la descendance sont indiquées à l'annexe 3. 
Toute la descendance est recueillie après la période appropriée, et conservée pendant 
encore deux semaines avant d'être soumise aux tests. La plupart des individus seront âgés 
de trois à cinq semaines et représenteront une gamme de développement variée. 

Solutions tests d'insecticides 

Préparation de3 solutions . L'insecticide est dissous dans le solvant primaire 
(Risella 17 ) de façon à obtenir une solution mère de base, dont la concentration doit 
correspondre à la plus forte concentration demandée (voir annexes A et 5). On prépare 
ensuite des solutions sérielles appropriées, en utilisant un facteur de 1/2 ou 
(on utilise avantageusement à cet effet des seringues hypodermiques). Ces solutions, 
que l'on peut garder comme solutions mères, doivent être conservées dans un réfrigéra- 
teur it dans l'obscurité, afin de réduire la décomposition du Malathion. Pour les 
appliquer sur les papiers filtres, on dilue une quantité appropriée (selon la quantité 
do papiers a traiter) de chacune des concentrations avec quatre fois son volume de 
solvant volatif. 

Application sur les papiers filtres . Les papiers sont marqués au crayon avant impré- 
gnation. Pour prévenir la perte d'insecticide dans le substrat au cours de l'applica- 
tion, les papiers sont disposés sur des supports constitués par trois pointes fines ou 
de petits anneaux de verre. Les aliquotes de 0,5 ml de solution insecticide diluée sont 
étalées sur les papiers filtres au moyen de pipettes de 1 ml, en suivant une spirale 
progressivement décroissante pour obtenir une répartition uniforme. On laiBso les papiers 
sécher pendant une minute environ, avant de les transférer sur une feuille de verre à 
vitre, où ils passent la nuit. Il faut préparer do nouveaux papiers pour chaque test et 
jeter les papiers non utilisés. 

Exposition à l'insecticide et relevé des réponses 

Un test complet comporte trois répétitions de quatre concentrations, pluB trois répé- 
titions témoins, ce qui correspond à 600 insectes. On prépare 15 lots de 40 insectes 
adultes, que l'on place progressivement dans de petites fioles en commençant par un 
maximum de 10 insectes dans toutes les fioles et en répétant l'opération jusqu'à ce que 
le nombre voulu soit atteint. Ceci s'impose pour réduire la variation des lots, parti- 
culièrement dans le cas de souches résistantes. Les insectes sont maintenus pendant une 
heure sans nourriture, â 25 C et à environ 70 pour cent d'humidité relative. Les 15 
lots seront alors répartis au hasard sur les papiers filtres, et maintenus en place par 
des anneaux de verre ou de métal. Après exposition (annexe 3), on examine les insectes 
et on relève le nombre total ainsi que celui des individus réagissant. 
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Le critère de réaction est le knockdovm, défini comme étant l'incapacité pour les 
inseotee de se tenir debout et de se déplacer. Une légère poussée avec des pinces suffit 
en général à déterminer dans quelle catégorie un individu est & classer* Si l'on observe 
des individus atteints chez les témoins, le pourcentage répondant & tous les niveaux du 
test doit être corrigé par la formule d' Abbott 2/. Il ne faut pas tenir compte des 
résultats, si le pourcentage des inseotes atteints chez les témoins est supérieur à 10. 

Interprétation, caloul et présentation des résultats 

Les chiffres du knockdown sont portés sur du papier gausso-logarithmique, et la courbe 
dose-mortalité est tracée à vue ou par un calcul approprié ^/. On détermine alors, à 
partir de cette courbe, les valeurs DK_^ et DK . Celles-ci sont données en concentra- 
tion d'insecticide dans les films d'huile résiduelle (c'est-à-dire dans le solvant pri- 

Le mode opératoire ci-dessus sert à établir les éléments de la courbe de référence 
pour les colonies sensibles d'insectes. L'annexe 3 donne quelques résultats obtenus par 
cette méthode. Le même procédé appliqué à une population résistante permet de déterminer 
une autre série de valeurs DiL et DK , et, en partant de celles-ci, le calcul des 
facteurs de résistance, par comparaison avec les données se rapportant & la souche sensible. 

Contrôle de l'apparition de la résistance 

Pour déceler, par un contrôle courant, la première apparition de la résistance dans 
les populations sauvages de coléoptères des céréales, il convient d'utiliser une dose 
discriminante qui doit normalement immobiliser tous les individus sensibles. La concen- 
tration choisie est celle correspondant à DK pour cent sur la courbe de régression 
se rapportant aux insectes sensibles. Les afiftèxes 4 et 5 donnent quelques concentrations 
discriminantes, basées sur les résultats publiés pour divers insecticides. 

Dans lo contrÔlo courant de la résistance, il est souhaitable de déceler celle-ci 
lorsqu'il n'existe encore que de faibles proportions d'individus résistants. On utilise 
â cotte fin un échantillon d'au moins 80 insectes, en deux lots de 40. 

Des quantités restreintes d'insectes peuvent être insuffisantes pour déceler de 
faibles niveaux de résistance. On doit donc si possible se procurer des échantillons 
supplémentaires. Cependant, si l'on soupçonne la présence d'une forte résistance (du 
fait, par exemple, de l'échec des traitements), un test avec un petit nombre d'insectes 
(10 à 20 ou même moins) peut fournir rapidement une indication utile. 



2/ Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. 

Si le papier millimétrique utilisé ne va pas au-delà de la mortalité de 98 pour cent, 
la dose la plus élevée correspondant à la mortalité de 99,9 pour cent peut être calculée 
de la façon suivante (si l'on utilise du papier gausso-logarithmique) : on lit sur la 
courbe de régression la concentration correspondant à 84|5 pour cent de mortalité et on 
a .joute à celle-ci le montant de la différence avec la concentration correspondant & la 
mortalité de 98 pour cent. 
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Les insectes sont exposée à la dose discriminante pendant le temps approprie, de la 
façon habituelle. Si tous sont immobilisés à la fin de l'exposition, l'échantillon peut 
Stre considéré comme "sans résistance décelable", et le milieu dans lequel il a été 
conservé est placé dans une étuve â air cliaud pour détruire la culture. Par contre, 
la présence d'insectes indemnes à la fin de l'exposition doit 8trc considérée de prime 
abord comme un signe de résistance, appelant des recherches plus poussées. 

Confirmation de la résistance et recherches complémentaires 

Confirmation de la résistance lorsque quelques insectes restent indemnes 

La présence d'insectes non affectés dans un teBt discriminant peut Stre due à l'exis- 
tence, dans une population normale, d'individus exceptionnellement tolérants. Si les 
conditions d'exposition, l'état physiologique des insectes et les papiers tests restent 
les mânes, la probabilité pour qu'un seul individu dans un lot de 80 insectes demeure 
indemne du fait du hasard est de 0,08 (c'est-à-dire deux foiE dans 25 tests). Il importe 
de déterminer si une réponse incomplète est due au hasard ou à une résistance véritable. 
Ceci peut Stre vérifié de la façon suivante: 

1. On répète le test avec du papier frais, en utilisant de nouveaux échantillons prove- 
nant de la même population. Les chances pour qu'un seul individu ne réagisse pas 

à l'insecticide au cours de chacun des tests successifs diminuent progressivement (0,0064, 
0,0052, 0,00004). La survie do deux ou plusieurs individus tout au long des épreuves 
est encore beaucoup moins probable. 3n conséquence, l'apparition continue d'une certaine 
proportion d'individus indemnes peut Stre considérée comme une preuve de résistance. 

2. On peut aussi conserver les insectes qui n'ont pas été atteints lors du teBt dis- 
criminant et les utiliser pour obtenir une nouvelle génération. Si leur réaction 

est due réellement à la résistance, on constatera qu'une proportion sensiblement plus 
importante de leur descendance ne réagira pas à la concentration discriminante. 

Recherches complémentaires 

Quant itativec; tous insecticides et toutes espèces . Il y aurait lieu d'effectuer 
de nouveaux tests couvrant une large gamme de concentrations, s' étendant au-delà des 
nivoaux proposés. La forme et la pente de la courbe de régression ainsi obtenue mon- 
treront la distribution des niveaux de résistance dans la population. L'importance de 
la résistance pleinement acquise sera indiquée par la région de doses où la courbe 
remonte finalement vers une réaction relativement plue prononcée. 

Qualitatives; type rgeistanec au Halathior., cho? Tribolium castaneum . On connaît 
deux types de résistance au Malathion chez T. castaneum . tous deux largement répandus 
dans le monde. L'un est spécifique au Malathion, tandis que l'autre comporte diverses 
formes de r ésistance croisée à l'égard d'autres insecticides organophosphorés 4/. 

4/ Dyte, C.E. et Rowlands, D.G. 1968. The metabolism and synergism of malathion in 
résistant and susceptible strains of Tribolium castaneum (Herbst.). (Coleoptera, 
Tenebrionidae). J. stored Prod. Res. . 4:157-173 
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Lorsqu'on constate une résistance au Halathlon, il faut déterminer de quel type il 
s'agit pour pouvoir intervenir, ce qui est facile en se basant but le fait que la résis- 
tance spécifique au Malathion peut être supprimée au moyen du synergiste phosphate de 
triphényle, tandis que d'autres ne peuvent l'être. Pour déterminer le type de résistance 
d'un souche de T. oaetaneum . on expose des lots de ce dernier sur des papiers imprégnés 
d'un mélange de Malathion et de synergiste (l/5), aux concentrations discriminantes (0,3 
pour cent de Malathion plus 2,5 pour cent de phosphate de triphényle). Le fait que les 
insectes ne réagissent pas totalement à ce mélange indique la présence d'un type de résis- 
tance non spécifique. La forme de résistance croisée associée à des types de résistance 
non spécifiques peut varier d'une souche à l'autre, le test indiquant seulement la pré- 
sence possible d'une résistance croisée à l'égard d'autres produits organophosphorés. 
L'existence et le degré de la résistance croisée envers un produit particulier ne peuvent 
être déterminés qu'au moyen de tests supplémentaires effectués directement avec ce produit. 

On peut, le cas échéant, combiner le test relatif au type de résistance et celui du 
contrôle de l'apparition de la résistance, en exposant un lot d'insectes au Malathion seul 
et un autre au mélange Malathion- synergiste. En procédant ainsi et si l'on décèle une 
résistance, on obtient en même temps des indications sur le type de résistance. Cette 
méthode est particulièrement recommandée, lorsque le test vise à vérifier des cas de 
résistance suspectée lors d'échec des moyens de lutte. 

On n'a pas vérifié biochimiquement , chez leB autres coléoptères parasites des den- 
rées emmagasinées, la présence de système de carboxyestérase sensible au phosphate de 
triphényle chez les insectes sensibles ou résistants. Nais comme on a constaté que ce 
système se rencontrait très fréquemment chez les insecteB, il est possible que la résis- 
tance spécifique au Malathion et les résistances non spécifiques au Malathion puissent à 
la fois exister chez toutes les espèces. On sait que des résistances pouvant être sup- 
primées par le phosphate de triphényle existent chez Tribolium confuoujn ot Rhyzopertha 
dominica . qui tous deux paraissent présenter une résistance négligeable envers une série 
d'autres produits organophosphorés. Cependant toutes les autres espèces testées ont 
manifesté une autre résistance au Malathion qui ne peut être supprimée par le phosphate 
de triphényle et qui s'accompagne d'uno résistance & d'autres produits organophosphorés. 
Il semble donc que le phosphate de triphényle permette de distinguer différents typeB 
de résistance au Malathion chez d' autres que Tribolium castaneum . On sait cependant que 
le phosphate de triphényle et d'autres produits similaires peuvent être antagonistes à 
l'égard du Malathion chez certaines souches sensibles. Cela crée des problèmes en oe 
qui concerne l'interprétation des résultats obtenus avec du phosphate de triphényle 
chez d'autros espèces de coléoptères parasites des denrées emmagasinées. 
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AMHEXB 1 

Identification des espèces étudiées 



Sitonhilus Bpp. 

Les espèces de Sitopkilus (Figure 1 ) se distinguent de la plupart deB autres coléop- 
tères ravageurs des denrées emmagasinées par le fait que la tSte forme en avant un rostre 
très net et que les antennes sont coudées et en massuo. 




Flg. 1. Sitophilus spp. 1, 2, 3. Larve, chrysalide et adulte de S. oryzae . 4. j>. /^anarius 

dépressions sur le prothorax. 5. S. oryzae . dépressions'sur le thorax." 6 S. zeamais . 
sclérite basai de l'édéage. 7. S. oryzae . sclérite basai de l'édéage. 8. S. zeamais . 
édéages. 9. S. oryzae, édéages. 10. S. zeamais . sclérite en force d'Y de ïa femelle. 
11. S. oryzae . sclérite en forme d'Y de la femelle. 
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S. oryzae est une espèce brun foncé, de 2,3 - 3,5 t™ de long, aux ailes postérieures 
complètement développées et deux marques jaune rougeâtre sur chacun des élytres. Le 
prothorax est couvert de nombreuses dépressions arrondies ou irrégulières. 

S. granarius est plus gros que S. oryzae ; il mesure de 3 à 4 mm de long. Il est brun 
foncé, luisant, dépourvu d'ailes postérieures et ne présente pas de taches claires sur 
les élytres. Le prothorax est couvert de dépressions ovales ou oblongues. 

S. zeamais ost la plus grosse dos espèces de Si to phi lus ; il atteint 3 à 4,5 mm de 
long. Il ressemble beaucoup par la couleur et la forme à S. oryzae , dont on peut cepen- 
dant habituellement le distinguer par sa plus grande taille. Une identification posi- 
tive nécessite l'examen de l'édéage des mâles: chez S. oryzae . l'apex du sclérite basai 
est arrondi, la courbe de l'édéage est plus ou moins uniforme jusqu'à la pointe et sa face 
supérieure est régulièrement convexe, tandis que chez S. zeamais l'apex du sclérite basai 
cBt allongé et anguleux, la pointe de l'édéage nettement courbée et sa face supérieure 
aplatie avec deux rainures longitudinales bien distinctes. Chez les femelles de S. oryzae , 
les bras du sclérite en forme d'Y ne sont pas effilés et ont des extrémités arrondies, 
tandis que chez S. zeamais ils vont en diminuant jusqu'aux extrémités. 

Rhyzopertlin dominica 

Le3 adultes de Rhyzopertha dominica (Figure 2) sont des coléoptères petits, cylin- 
driques, de coloration brune, mesurant 2,5 — 3,0 mm de long. La tête est fléchie et 
plus ou moine masquée par le prothorax, qui, particulièrement dans la partie antérieure, 
est recouvert de tubercules. 

Oryzacpliiluc spp. (Figure 3) 

Los adultes sont de potits coléoptères bruns, allongés, de 2,5 a 3,5 mm de long, avec 
trois fortes dents disposées le long de chacun des bords latéraux du prothorax. Le disque 
du prothorax a trois arêtes longitudinales. 




Figure 2. giy/zooert:*. dominica F. 

12. Larve - 13. Chrysalide - 14. Adulte. 
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Figure 3. 0. surinamensis . 

15. Larve - 16. Chrysalyde - Adulte - 18. Oeil et tempe. 

0. mercator 

19» Oeil et tempe. 



0. curi:icxicu?is peut Stre distingué du ravageur des graines oléagineuses qui lui 
fet étroitement apparenté, 0. mercator . per le. longueur do la tete (partie située di- 
rectement derrière l'oeil), qui est égale ou supérieure à le-, moitié du diamètre vertical 
do l'oeil chez 0. surinamenais et trèc inférieure â la moitié du diamètre vertical chez 
0. mercator. 
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Tribolium 8pp. 

LeB espèces de Tribolium utilisées dans les tests sont caractérisées par la présence 
de stries parallèles bien marquées sur les élytres et par des yeux toujours partielle- 
ment divisés par le bord latéral de la tête et dont le diamètre vertioal eBt plus grand 
que le diamètre horizontal (Figure 4). 

Les adultes de T. oonfuBum ressemblent étroitement à ceux de T. oastaneum quant & 
la couleur, la forme et la taille (2,6 & 4,4 mm de long). Les antennes s'épaississent 
graduellement vers l'apex et la distanoe entre les yeux à la partie inférieure de la 
t§te est égale à la largeur do trois yeux. L'arlte au-dessus des yeux est beaucoup plus 
nette que chez T. castaneum . 
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Figure 4. Tribolium s pp. et quelque b genres voisins avec losquels on peut 
les confondre. T. castaneum : 20. Larve — 21. Chrysalide - 
22. Adulte - 23. Vue dorsale des segments abdominaux terminaux 
de la larve. 

Gnathocerus i 24. Stries sur les élytres. 

Tribolium : 25. Stries sur les élytres - 26 Oeil et bords latéraux 
de la tête. 

Paloru3 ; 27. Oeil et bords latéraux de la tête. 
T. castaneum ; 23. Antennes et dessous de la tête. T. confusmn ; 
29. Antennes et dessous de la tête. T. castaneum; 50. Crête au- 
dessus de l'oeil. T. confus un: 31. Crête au-dessus de l'oeil. 
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Renseignements à consigner lors de la collecte d'échantillons de 
coléoptères pour les tests de résistance 



A. Renseignements généraix 

(i) numéro de l'échantillon; (ii) date; (iii) nom de la personne ayant récolté 
l'échantillon. 

B. Emplacement 

(i) Etat (pays); (ii) ville (bureau de poste le plus proche); (iii) latitude et 
longitude 

C. Site détaillé 

(i) atructure du bâtiment (planches, murs, plafond); (ii) autres utilisations 
comme entrepôt; (iii) traitement insecticide; (iv) niveau général d'infestation. 

D. Produit 

(i) variété; (ii) origine; (iii) durée de l'entreposage (semaines); (iv) aération; 
(v) séchage; (vi) teneur en humidité; (vii) température; (viii) contamination; 
(ix) traitement insecticide. 

K. Infestât ion 

Pour charuo ravageur présent, (i) espèce; (ii) degré d'infestation. 

Définition dos niveaux d'infestation 

Les définitions ci-après ont été données par J.A. Preeman lors d'une réunion inter- 
. nationale sur 1' infestation des denrées, tenue en aoQt 1947 (Etude agricole de la FAO 
II° 2, 1948). Elles sont encore largement utilisées. 

Insectes 
Iïï Infestation nulle Pas de traces d'insectes 

ITR Infestation très Un ou deux insectes trouvés au cours d'une inspection 

réduite prolongée 

IR Infestation réduite Présence d'insectes relevés régulièrement, isolés ou en 

groupes de doux ou trois, au cours d'une inspection pro- 
longée 

IL Infestation limitée Présence d'insectes relevée régulièrement et fréquemment 

au cours de l'inspection, mais évidente nulle part 

El Infestation moyenne Insectes se trouvant régulièrement et fréquemment réunis 

et apparents au début de l'inspection. Cependant, nulle 
part en nombre suffisant pour attirer l'attention 

IC Infestation Présence évidente d'insectes dès le début de l'inspection 

considérable des produits ot de 1' entrepôt, d'un véhicule ou du navire 

(condition habituelle pendant la migration des larves 
d'Ephçstia) 
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ITC Infestation très 
considérable 



IN Infestation nulle 
IR Infestation réduite 



DC Infestation 



IC Infestation 
considérable 



Nombre exceptionnellement important d'insectes formant des 
masses noires sur les produits et l'édifice (navire, véhi- 
cule ou entrepSt) 

Acariens 



Pas do traces d'acariens 



après avoir 



Acariens découverts seulement 
les marchandises infestées ou la 

Présence évidente d'acariens apparaissant bous la forme 
d'une légère poussière sur le parquet au-dessous des pro- 
duits infeBtés et découverts par l'odeur dégagée (Acarus 
siro) 

Présence de poussière colorée épaisse sur le plancher — 
forte odeur perceptible à distance (pour certaines espèces 

0 



Niveau général d» inf eBtation 

Absence d' infestation lorsqu'on ne découvre ni insecte ni acarien 

Infestation légère ITR ou m par des insectes ou des acariens 

Infestation moyenne IL â IM par des insectes ou des acariens 

Infestation considérable IM à ITC par des insectes ou des acariens 
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Température d'élevage, milieu nutritif et dur6e approximative 
du développement des espèces tesxôe3 



Insecte 



d'élevage 



Milieu d'élevage 



Durée d' élevage 



ri' 



Descendants 
e prélevés 



jours 



Sitophilus 
oryzae 


25° 


c 


Blé 


35 


36-43 


63 


S. ifamais 


25° 


c 


D16 


35 


36-43 


63 


S. wanarius 


25° 


c 


Blé 


34 


36-43 


63 


Rhyzopertha 
dominica 


30° 


C 


B1& + brisures de blé (3/l) 


35 


36-43 


63 


Tribolium 


30° 


C 


Farine de blé entier + levure 
(12/1) 


23 


26-30 


42 


T. confus um 


30° 


c 


Farine de blé entier + levure 
(12/1) 


27 


29-32 


42 


Orysacphilus 
curinamensis 


25° 


c 


Brisures de blê + flocons 
d'avoine + levure (5/5/1 ) 


26 


28-32 


42 


0. mcrcator 


25° 


c 


Brisures de blé + flocons 
d'avoine + levure (5/5/1 ) 


26 


28-32 


42 
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ANNEXE 4 



Quelques chiffres concernant la réaction de coléoptères sensibles 
et concentrations discriminantes proposées pour détecter la résistance 



Durée 
d' exposition 



Concentrations 
efficaces 



Heures 



DK 50 DK 90 DK 99,9 



Concentrations 



ilALATHION 
Sitophilm 
S. zeamais 
G. rranarius 



T. confusum 

Oryzaephilus Burinamensjg 



0. acre at or 



LlilDANE 



S. seamais 
S. granarius 
Rhyzopertha dominica 
Triboliun castaneuia 
T. confusun 
Oryzaephi 



Guriruinensi: 



0. mercator 



6 


0,89 


1,38 


1,60 


1,5 


6 


0,35 


0,69 


0,85 


1,5 


<6 


0,63 


1,25 


1,57 


1,5 


24 


0,41 


1,42 


2,15 


2,5 


5 


0,15 


0,32 


0,41 


0,5 


6 


0,24 


0,43 


0,52 


0,5 


5 


0,28 


0,62 


0,80 


1,0 


5 


0,10 


0,66 


1,20 


1,0 


24 


0,04 


0,10 


0,14 


0,2 


24 


0,05 


C, 13 


0,18 


0,2 


24 


0,05 


0,18 


0,27 


0,3 


24 


0,02 


0,06 


0,09 


0,1 


24 


0,29 


0,42 


0,48 


0,5 


24 


0,11 


0,31 


0,43 


0,5 


24 


0,65 


1,49 


1,95 


2,0 


24 


0,44 


1,80 


2,80 


2,0 
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METHODE POUR LES ADULTES DE QUELQUES RAVAGEURS IMPORTANTS DES 
CEREALES EMMAGASINEES (BROMURE DE METHYLE ET PHOSPHINE) - Méthode PAO N° 16 



Sommaire de la méthode 

On décrit ici une méthode pour déceler et mesurer la résistance au bromure de 
méthyle et à la phosphine, chez Sitophilus oryzao . S. zearoaiB . S. franarius . Rhyzopertha 
dominica , Triboliuro castancum , T. confus um , Oryzaep}g.lus surinamensis et 0. mercator . 

Elle consiste à exposer des insectes adultes à des atmosphères distinctes contenant 
le fumigant. Les durées d'exposition sont de 5 heures pour le bromure de méthyle et de 
20 heures pour la phosphine (phosphure d'hydrogène gazeux). Les réactions sont déter- 
minées 1/] jours après ln fin de l'exposition. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant If. mortalité en regard 
do la concentration sur du papier à probabilité logarithniciue. Les données de référence 
sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité, connue ?. partir de laquelle il 
est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de tels tcots est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité de procéder 3. des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Inscetg-riuia . On doit disposer des installations nécessaires pour élever les insec- 
tes à la fois à 2 ç j C et à 30 C et h environ 70 pour cent d'humidité rolative. On peut 
se servir d'un grand incubateur, dans lequel on place, pour avoir le degré hygrométrique 
convenable, une cuvette ouverte remplie d'une solution saturée de nitrate de sodium ou 
de chlorure de strontium. 

Matériel d'élevage . On trouvera â l'annexe 1 dos indications sommaires sur les 
milieux d'élevage et les températures convenant aux différentes espèces. Les milieux 
doivent 8tre désinfectés par chauffage à 60° C pendant une heure après que cette tempé- 
rature a été atteinte dons tout le milieu. Comme récipients d'élevage, on peut utiliser 
de petits bocaux ou des bouteilles â large goulot, hermétiquement fermés avec du papier 
filtre (Nhatman N 29, noir) ot de la paraffine solide (pour limiter le déplacement des 
acariens). Les récipients placés dans l'incubateur doivent être disposés sur des pla- 
teaux contenant de l'huile de paraffine, à titre de précaution supplémentaire pour 
prévenir la contamination par los acariens. 
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Tous les ravageurs des céréales sont sujets aux maladies en culture de laboratoire. 
Les espèces de Triboliuro sont particulièrement sensibles au protozoaire parasite Farine— 
ÇjTtia tribolii et tout le matériel utilisé pour la manipulation des insectes et des 
milieux doit être stérilisé dans une étuve & air chaud à 110 - 120 C après usage, ou, 
si on ne s'en sert pas, être conservé dans cette étuve. Une exposition d'au moins «s- 
heure & 1 heure à la température oi— des bus est nécessaire pour détruire les spores du 
protozoaire. Tout le matériel en plastique utilisé doit être en polypropyléne, nylon 
ou polycarbonate réfractaire à cette température. 

Pour tenir à l'écart toutes les espèces autres que Tribolium et R. dominica . on doit 
disposer de Fluon GP1 (dispersion aqueuse de polytétrafluoroêthylène, vendue par Impérial 
Chemical Industries Ltd.). On applique une légère couche de ce produit sur les 2 cm de 
la partie supérieure de la paroi interne des récipients d'élevage, afin d'empêcher les 
insectes de se grouper sur les fermetures en papier-filtre et de les percer. Tous les 
récipients de manipulation doivent être traités de la même façon. 

Aire d'épreuve . Il faut une pièce normalement éclairée, maintenue à 25° C. Si 
cotte pièce a une humidité contrôlée de 70 pour cent, elle servira aussi & conditionner 
l'atmosphère des chambreB de fumigation avant de commencer les tests. Le précondition— 
nement de 1* atmosphère des chambres de fumigation peut cependant être effectué dans une 
chambre d'élevage. 

FUmiqants . Il est recommandé d'utiliser du bromure de méthyle pur (à l'exclusion de 
la chloropiorine), que l'on pourra trouver dans le commerce, en ampoules et en boîtes. 
Les spécialités commerciales de phosphure d'aluminium conviendront comme source de phos- 
phine. 

Verrerie, etc. 

1. Chambres de fumigation. On obtiendra des chambres de fumigation appropriées avec des 

dessiccateurs de 20 cm de diamètre, pourvus d'une plaque en acier inoxydable ou 
toute autre matière chimiquement inerte, et de couvercles portant des douilles rodées de 
la dimension de raccords de verre normalisés. On doit munir les douilles de raccords mâles 
à filet de vis. Une membrane en caoutchouc de pur latex (ou tout autre caoutchouc pou- 
vant bien se refermer après avoir été percé par une aiguille de seringue) est placée 
sous le couvercle à vis. On peut facilement préparer de telles membranes au moyen d'un 
emporte-pièce â partir d'une feuille de caoutchouc de 3 f 2 mm d'épaisseur. 

Les surfaces rodées des rebords du dessiccateur et des raccords mâles à filet de vis 
doivent être légèrement enduites de graisse de silioone. (il n'est pas essentiel d'avoir 
recours à des raccords mâles à filet de vis. Tout procédé permettant de munir le cou- 
vercle des dessiccateurs d'une membrane assurant & la fois l'étanchéité de la fermeture 
et des surfaces chimiquement inertes sera satisfaisant.) 
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2. Cages de fumigation. On conseille comme récipients pour retenir les insectes au 
en""» de l'exposition au fumigant des anneaux de verre de 30 mm de diamètre et de 

25 mm de haut fixés à des papiers-filtres (de 35 ou 42,5 mm de diamètre) ou à de petites 
capsules à fond plat. Il faut placer des disques en toile d'acier inoxydable sur les 
cages de fumigation, lorsqu'on traite des espèces susceptibles de voler. 

3. Seringues étanches au gaz. Il faut une série de seringues étanchea au gaz (par exem- 
ple: seringues Hamilton étanches au gaz). La gamme retenue dépendra des volumes des 

chambres de fumigation, mais devra probablement comporter des seringues de 50, 100 et 250 
microlitres, ainsi que des seringues de 1, 2,5 et 10 millilitres, (il est contre-indiqué 
de distribuer de petits volumes au moyen de seringues de forte capacité.) 

4. Agitateur magnétique. On recommande d'utiliser un agitateur magnétique pour brasser 
les mélanges de gaz dans les chambres de fumigation. Pour cela, on place au fond 

de chacune de celles-ci un plateau de 45 mm recouvert de chlorure de polyvinyle avec 
rebord. Si besoin est, on peut fabriquer un agitateur magnétique en adaptant un aimant 
approprié à l'arbre d'un petit moteur électrique. Il est inutile de contrCler la vitesse. 

5. Récipients de conservation du fumigant. Un flacon de 25 ou 30 ml, muni d'un cou- 
vercle à vis et d'une soupape Mininert \J convient bien pour la conservation du 

bromure de méthyle (Figure 1). On peut extraire de ce récipient, au moyen d'une seringue 
étanche au gaz, les volumes de vapeur de bromure de méthyle correspondant aux doses. On 
peut aussi utiliser, pour obtenir de la vapeur de bromure de méthyle, un tube muni d'une 
membrane et d'une tubulure latérale avec robinet d'arrSt, comme indiqué à la Figure 1. 

Pour la phosphine, il faut un tube de verre muni d'une membrane ainsi qu'un flacon 
à gaz ou une éprouvette graduée. La Figure 2 représente un schéma de cet appareil avec 
ses accessoires. 

Collecte des spécimens et élevage 

o 

Pour 1' identification des diverses espèces voir la Méthode N 15, annexe 2. L'iden- 
tification correcte est particulièrement importante. Les tests ont été conçus de façon 
à permettre aux chercheurs d'identifier les espèces aprèB exécution des essais discrimi- 
nants. Il est essentiel que toutes les identifications soient contrôlées à ce moment, 
particulièrement en ce qui concerne les survivants, et s'il reste quelque doute quant à 
l'identité de spécimens, ceux-oi doivent être soumis à un spécialiste de oe groupe 
d'insectes. 



l/ Fabriquée par la Précision Sampling Corporation, Bâton Rouge, Louisiane, Etats-Unis 
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Figure 1. Récipients de conservation/réserve de doees de bromure 
de méthyle 



Préparation des sources de gaz 

Bromure de méthyle . Toutes les manipulations de bromure de méthyle doivent être 
effectuées dan3 une hotte ou dans un endroit bien ventilé. La concentration maximale 
admissible (CMA) 2/ pour le bromure de méthyle est de 20 ppm. 

Le récipient de bromure de méthyle, le récipient de conservation, oû on prélève 
la dose (Figure 1), et un petit entonnoir de verre doivent être refroidis à 0 C environ 
avant utilisation. Le bromure de méthyle liquide est alors transféré dans le récipient 
de conservation jusqu'à oe que celui-ci soit plein aux trois quarts, & la suite de quoi 
on remet solidement en place le couvercle pour assurer l'étanchéité. 



Généralement, il se vaporisera au oours du transfert dans le récipient de conserva- 
tion une quantité suffisante de bromure de méthyle pour expulser la majeure partie de 
l'air. Pour faire sortir l'air qui reste dans l'espace au-deB8us du liquide, on doit, 
une fois atteinte la température de la pièce, enlever la membrane de la soupape Mininert 
et ouvrir celle-ci un petit moment pour laisser s'échapper du gaz. Si l'on utilise le 
second modèle de récipient de conservation, on ouvre le robinet de la tubulure latérale 
pendant un court instant. Lorsqu'ils ne servent pas, les deux types de récipients doivent 
être conservés dans un réfrigérateur, un endroit frais ou une hotte. Bien que ces réci- 
pients soient complètement ëtanches au gaz, il ne faut pas écarter la possibilité de fuites. 



2/ La concentration maximale admissible est la concentration 

rée oomme sans danger pour une journée de travail normale de 8 



de 
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Figure 2. Appareil pour la production de phosphine & partir de 
pastilles de phosphure d'aluminium. On voit, à l'in- 
térieur du flacon à gaz, le tube collecteur du mélange 
de phosphine gazeux. 



Phosphine . Toutes les manipulations de phosphine doivent être exécutées dans une 
hotte. La valeur de la CMA pour ce produit est de 0,3 ppm. 

On peut sans difficulté préparer la phosphine destinée à l'application des doses en 
partant du phosphure d'aluminium selon l'équation: 

A1P + 3H0H > A1(0H) 3 + PH 3 

Certaines spécialités commerciales de phosphure d'aluminium contiennent aussi du 
caroamate d'ammonium, qui réagit avec l'eau pour donner de l'ammoniaque et du gaz carbo- 
nique. 
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On recommande, comme source de phosphlne la plus indiquée pour la présente méthode, 
des pastilles vendues dans le commerce, qui renferment un équivalent en phosphlne d'en- 
viron 0,2 g. 

On prépare l'appareil pour la production de phosphlne (Figure 2) en remplissant d'eau 
le flacon à gaz, le tube collecteur et le tube de lavage. Tout l'air doit être éliminé 
du tube collecteur et du tube de lavage. Environ la moitié de l'eau du flacon à gaz est 
enlevée par siphonnag: et remplacée par une ao lut ion aqueuse d'acide sulfurique & 10 pour 
cent (v/v). Le contenu du flacon à gaz et du tube collecteur doit être agité avec soin* 
Le mélange à l'intérieur du tube collecteur peut être fait au moyen d'un puissant jet de 
liquide que l'on fait passer à travers le tube de lavage en répétant l'opération plu- 
sieurs fois. On introduit alors une pastille renfermant du phosphure d'aluminium dans le 
flacon â gaz et, à l'aide d'un fil d'acier inoxydable, l'entonnoir est légèrement soulevé 
et placé au-dessus de la pastille. La libération de phosphine commence presque aussitôt. 

A mesure que la réaction se produit, le liquide déplacé du tube collecteur est éli- 
miné au moyen du siphon, de sorte que le niveau dans le flacon à gaz demeure plus ou moins 
constant. Pendant toute l'opération, le niveau du liquide du flacon à gaz doit être 
maintenu au-dessus de celui du tube récepteur, de façon â exercer une légère pression 
positive sur le gaz recueilli. 

Lorsque le tube collecteur a 6tÔ rempli de gaz, ses parois doivent être rincées avec 
le tube de lavage, pour enlever les résidus de pastille qui y adhèrent. Ce rinçage n'est 
cependant pas absolument nécessaire. Il arrive toutefois fréquemment qu'il reste du 
liquide dans le col du tube récepteur, et on peut l'éliminer au moyen d'un jet liquide 
venant du tube de lavage. 

Le mélange de gaz ainsi obtenu à partir d'une pastille "fraîche" renferme approxima- 
tivement 86 pour cent de phosphine (1,195 hg/ul) et suffit pour produire la phosphine 
destinée à fournir les doses pendant plusieurs semaines. L'introduction d'acide sulfu- 
rique dans le liquide du flacon à gaz et le tubo collecteur est destinée principalement 
à absorber l'ammoniaque, mais elle devrait aussi empêcher la production do di phosphine 



Mesure du volume du dessiccateur 

Il faut déterminer le volume de chaque dessiccateur pour pouvoir calculer le volume 
des doses. Chaque dessiccateur doit, en conséquence, être complètement monté, pour simuler 
les conditions opératoires, puis être entièrement rempli d'eau. Le poids de l'eau, corri- 
gé pour tenir compte de sa température, donne une estimation satisfaisante du volume. A 
25 C, 1 gramme d'eau occupe 1,003 ce. 

Opérations de préfuraigation 

Les opérations suivantes doivent être effectuées la veille de l'application des doses: 




^upyriynitxj 
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Ifréparation des cagee à insecteB . On fixe des disques de papier-filtre but le fond 
d'anneaux de verre, au moyen d'un adhésif hydrosoluble (une pellicule d'adhésif placée 
dans une boîte de Pétri facilite l'opération) et on laisse l'adhésif sécher, de préfé- 
rence dans une étuve. Si l'on utilise des capsules à fond plat, il faut y disposer un 
disque de papier-filtre de dimension appropriée, pour permettre aux insectes de Be dépla- 
c er normal ement • 

Lorsqu'on opère avec des espèces pouvant monter le long d'une paroi de verre verti- 
cale, il faut plonger les anneaux ou les capsules dans du Pluon liquide, de façon à 
obtenir une pellicule d'environ 5 un» de large à la partie supérieure de la face interne. 
Si l'on utilise des capsules, il faut prévoir un tube de ventilation pour permettre le 
déplacement de l'air à l'intérieur de la capsule renversée. 

Préparation des insectes . Un test complet comporte 2 répétitions de 50 insectes 
pour chacune des 5 concentrations plus 2 répétitions témoins, soit 600 insecteB dans 12 
anneaux de verre pour chaque souche testée. On prépare 12 lots de 50 insectes adultes, 
que l'on place dans de petits flacons de verre ou directement dans les anneaux de verre, 
en les introduisant progressivement par 10 au maximum dans chaque flacon ou anneau jus- 
qu'à ce que le nombre voulu soit atteint. Les 12 lots sont alors répartis au hasard 
dans les Bix dessiccateurs, soit 5 traitements plus un témoin. 

Lorsqu'on teste des espèces qui ont tendance à voler, on doit recouvrir les anneaux 
ou capsules d'un carré de toile d'acier inoxydable, que l'on maintient en place en rabat- 
tant les quatre coins autour de l'anneau ou de la capsule renversée. Les insectes ainsi 
préparés sont conservés pendant la nuit dans les dessiccateurs, dont les couvercles ont 
été enlevés, dans un milieu dont la température a été réglée à 25° C et l'humidité rela- 
tive à 70 pour cent. 

Détermination du volume des doses . On doit choisir les cinq concentrations à utili- 
sor dans l'essai. Les chiffres figurant aux annexes 3 et 5 sont donnés à titre indicatif 
pour le choix des gammes de doses convenant dans le cas de souches sensibles. Il convient 
de prendre comme dose maximale du test une dose égale à la dose discriminante. 

Une fois choisies les concentrations, on détermine le volume des doses (c'est-à-dire 
les volumes de gaz) exigés (voir annexe 3). 

Techniques de fumigation 

Préparation des chambres . Replacer les couvercles des deasiccateura, dans le milieu 
à température contrôlée où. dessiccateurs et insectes ont passé la nuit. L'atmosphère des 
chambres est ainsi amenée, à la pression atmosphérique, à l'humidité relative de 70 pour 
cent à 25° C. Transférer les dessiccateurs dans l'aire d'application des doses. 

Chambres d'application des doses de bromure de méthyle . Si le récipient de conser- 
vation (récipient ou on prélève leB doses) a été maintenu dans un réfrigérateur, l'enlever 
bien avant le début des applications pour lui permettre d'atteindre, aveo son contenu, 
la température ambiante. 
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Prélever les volumes de gaz nëcesaaires du récipient au moyen de la seringue «tanche 
appropriée. Purger la seringue, avant de prendre la première dose, en prélevant de petits 
volumes de gaz et en expulsant le contenu de la seringue dans la hotte. Eviter que la 
chaleur des mains ne chauffe le contenu de la seringue. Injecter la dose dans le dessio- 
cateur et noter le moment de l'opération. Brasoer immédiatement l'atmosphère du dessio- 
cateur au moyen d'un agitateur magnétique pendant une ou deux minutes. 

Apres l'administration des dosée, les dessiccateurs doivent 8tre maintenus à la tem- 
pérature de 25 C pendant toute la période d'exposition. Celle-ci doit être de 5 heures, 
durée qu'il faut strictement observer dans les expériences de te stage normales. 

Chambres d'application des doses de phosphine . Il est conseillé de purger immédia- 
tement avant usage les seringues qui doivent être utilisées pour appliquer la phosphine, 
au moyen d'un courant d'azote exempt d'oxygène. 

Avant de prélever la première dose, purger la seringue avec de petites quantités de 
phosphine, en extrayant de faibleB volumes de gaz et en les expulsant dans la hotte. 
Lorsqu'on aspire la phosphine dans la seringue, déplacer le piston toujours lentement. 
Une réduction brusque de la pression dans la seringue peut provoquer une inflammation 
spontanée de la phosphine. Comme précaution supplémentaire, s'assurer qu'à tout moment le 
niveau du liquide dans le flacon à gaz est plus élevé que celui existant dans le récipient 
collecteur et exerce ainsi une légère pression sur le mélange gazeux de phosphine. 

Prélever les volumes de doses requis et les injecter dans le dessiccateur approprié, 
en relevant l'heure ou chaque dose est appliquée. Brasser immédiatement l'atmosphère du 
dcBsiccateur au moyen d'un agitateur magnétique pendant une ou deux minutes. Eviter que 
la chaleur des mains ne réchauffe le contenu de la seringue au cours de l'opération. 
Entre loo applications do doses, les aiguilles do la seringue doivent 8tre protégées par 
un capuchon de caoutchouc. 

Après l'application des doses, les dessiccateurs doiver.t Stre maintenus à une tempé- 
rature de 25 C pendant la durée de l'exposition. Bans les tests à la phosphine, celle- 
ci ost de 20 heures, délai qu'il faut strictement observer dans des expériences normales. 

Techniques de post-fumigation 

Fin de l'exposition . La mortalité doit être estimée 14 jours après la fin de la pé- 
riode d'exposition. Cette durée de conservation après le traitement laisse le temps 
nécessaire pour parvenir au point final des mortalités dans le cas des deux fumigants. 

Il faut inclure dans le nombre des insectes répondant au traitement, c'est-à-dire les 
morts, à la fois les insectes effectivement morts et ceux qui ne réagissent que par de 
légers mouvements nerveux des appendices quand on les stimule. Si l'on observe des indi- 
vidus morts chez les témoins, le pourcentage doit être corrigé par la formule d'Abbott 
Il ne faut pas tenir compte des résultats, si le pourcentage des insectes atteints est 
supérieur à 10. 

Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
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Interprétation, oalcul et présentation dss résultats 

Lee chiffres de mortalité sont portés sur un papier & quadrillage logarithmique, et 
la courbe dose-mortalité est tracée à vue ou par un calcul approprié 4/. On détermine 
alors, à partir de ces courbes, les valeurs DL_ Q et DL . Celles-ci sont données en 
concentration de f uni gant (mg/l) ou en produit concentration x temps (oit) exprimé en 
ailligrasnes-heure par litre («g b/l). Quand on relève oes valeurs, il faut, pour chacune 
des deux méthodes d'expression, les faire précéder (par exemple, dans l'en-tSte des ta- 
bleaux) de l'indication de la durée d'exposition, qui constitue la variable fixée 
d'application des doses dans les tests décrits. 



Le mode opératoire ci-dessus sert à établir les éléments de la courbe de référence 
pour des soucheB sensibles d'insectes. L'annexe 2 donne quelques résultats obtenus par 
cette méthode. Le testage de souches de terrain peut aussi 8tre effectué de la même 
manière. Dans ce dernier cas, cependant, il faut inclure une série complète de répéti- 
tions de la souche sensible connue. Do la sorte, l'évaluation chimique de la concen- 
tration du gaz n'est plus nécessaire, les anomalies de celles-ci étant dëcelées par la 
réaction anormale de la souche de référence. Néanmoins, une évaluation minutieuse des 
souches présentant une tolérance accrue peut nécossitor la mesure de la concentration 



Testage des souches résistantes 



Un mode opératoire analogue à celui décrit ci-dessus permet la détermination des 
valeurs DI^ et DL pour des variétés résistantos. Il sera nécessaire d'accroître 
les doses Jxjur avoif'une gamme équivalente de réactions. Si l'on traite des souches 
résistantes au bromure de méthyle, on peut augmenter soit la concentration, soit la durée 
d'exposition. Dans le cas de souches résistantes & la phosphine, il convient d'augmenter 
la durée d'exposition fixée, de 20 â 48 heures par exemple, en conservant la même gamma 
de concentrations. De faibles accroissements de concentrations peuvent être admis. Aux 
hautes concentrations de phosphine, cependant, les insectes sont narcotisés, ce qui a 
pour effet de donner des courbes probit non linéaires, une résistance apparente chez les 
souches sensibles et d'exagérer les facteurs de résistance chez les souches résistantes. 

Les valeurs DL et DL obtenues pour les souches résistantes peuvent 8tre com- 
parées à celles de la soucht sensible connuo, ce qui permet de calculer les facteurs de 
résistance. 



Contrôle de l'apparition do la résistance 

Pour déceler, par un contrôle courant, la première apparition de la résistance dans 
des populations sauvages de coléoptères des produits emmagasinés, il convient d'utiliser 
une dose discriminante qui doit normalement tuer tous les individus sensibles. La doBe 
choisie est celle correspondant, ou légèrement supérieure, à la ^ 5/ obtenue a 

4/ Pinney, D.J. 1971 . Probit analysis . 3rd ed. London, Cambridge University Press 

5_/ Si le papier millimétrique ne vas pas au-delà, de la mortalité de 98 pour cent, la dose 
la plus élevée correspondant â la mortalité de 99,9 pour cent peut être calculée de la 
façon suivante: (si l'on utilise du papier gausso-logarithmique ) on lit sur la courbe de 
régression la concentration correspondant â 84,5 pour cent de mortalité et on ajoute à 
celle-ci le montant de la différence avec la concentration correspondant à la mortalité 
de 98 pour cent. 
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partir de la courbe de régression se rapportant aux insectes sensibles, en tenant compte, 
dans le cas de la phosphine, de ce qui paraît dû à la variabilité propre de la réaction. 
L'annexe 2 donne quelques concentrations discriminantes. On doit toujours comprendre 
des soucheB sensibles connues dans les essais discriminants. 

Quand on procède à un test discriminant avec des fumigants, il est toujours & con- 
seiller de prévoir des concentrations anormales. Si l'on obtient une concentration 
inférieure à la concentration discriminante, ceci sera révélé par la présence d'une 
quantité anormale de survivants cbez la souche de référence sensible. Des concentrations 
anormalement élevée b peuvent Être indiquées par l'inclusion dans les tests d'une souche 
(ou espèce) connue ayant une tolérance légèrement plus grande à l'égard du fumigant que 
la souche de référence sensible ayant servi à l'établissement de la dose discriminante, 
environ x 1,5 pour les tests au bromure de méthyle et x 2,5 pour ceux a la phosphine. Un 
autre mode d'approche consiste & utiliser trois concentrations, une correspondant & la 
concentration discriminante, une à un niveau approchant la CL et la troisième à un 
niveau équivalent, supérieur à la concentration discriminante. 

Dans le contrôle courant de la résistance, il est souhaitable de décoler celle-ci 
lorsqu'il n'existe encore que de faibles proportions d'individus résistants; on doit 
utiliser à cette fin un minimum de 100 insectes, en deux lots de 50 par échantillon. 

Des quantités restreintes d'inBectes peuvent Stre insuffisantes pour déceler de 
faibles niveaux de résistance. On doit donc, si possible, se procurer des échantillons 
supplémentaires. Cependant, si l'on soupçonne la présence d'une forte résistanoe (du 
fait, par exemple, de l'échec des traitements), un test avec un petit nombre d'insectes 
(10 à 20) peut fournir rapidement une indication utile. 

Les insectes sont oxposés à la dose discriminante pendant la durée appropriée, de 
la façon habituelle. Si tous sont morts à la fin de la période de conservation après 
traitement, l'échantillon peut être considéré comme "sans résistance décelable", et le 
milieu dans lequel les insectes ont été conservés est placé dans une étuve à air chaud 
pour détruire la culture. Par contre, la présence d'insectes indemnes à la fin du test 
doit être considérée do prime abord comme un Bignc de résistance, appelant des recher- 
ches plus poussées. 

Confirmation de la résistanoe lorsque quelques insectes restent indemnes 

La présence d'insectes non affectés dans un test discriminant peut être due à l'exis- 
tence, dans une population normalo, d'individus exceptionnellement tolérants. Si les 
conditions d'exposition, l'état physiologique des insectes et les doses utilisées sont 
constants, la probabilité pour qu'un seul insecte dans un lot de 100 deueure indemne du 
fait du hasard est inférieur â 0,1 (c ' est-à-dirc moins d'une fois dans 10 tests). Il 
importe de déterminer si une réponse incomplète est duc au hasard ou â une véritable 
résistance. Ceci peut être vérifié do la façon suivante: 

1. On répète le test, avec de nouveaux échantillons provenant de la même population 

naturelle. Les chances pour qu'un seul individu ne réagisse pas à l'insecticide au 
cours de chacun des tests successifs diminuent progressivement (moins de 0,01, 0,001, 
0,0001, etc.). La Burvie de deux individus ou plus tout au long des épreuves est encore 
moins probable. En conséquence, l'apparition continue d'une certaine proportion d'indi- 
vidus indemnes peut 3tre considérée comme une preuve de résistance. 
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2. On peut aussi conserves* les insectes qui n'ont pas été atteints lors du test discri- 
minant et les utiliser pour obtenir une nouvelle génération. Si leur réaction 
réellement due à la résistance, on constatera qu'une proportion sensiblement plus 
tante de leur descendance ne réagira pas à la concentration discriminante. 



Températures, milieux d'élevage et durées approximatives de développement des 

espèces testées 



Insecte 



Terap. 
d'élevage 



Jurée d'éloviiftô 



Milieux d'élevage 



Enlèvement 
Première Maximum des 

















Sitophilus 
or.yzae 


o 

25 


c 


Blé 


35 


36-43 


63 


S. zeamais 


25° 


c 


Blé 


35 


36-43 


63 


S. granarius 


25° 


c 


Blé 


34 


36-43 


63 


Rhyzopertha 
dominica 


30° 


c 


Blé + brisures de blé (3:1) 


35 


36-43 


63 


Tribolium 


30° 


c 


Pari ne de blé complète + levures 
(12:1) 


23 


26-30 


42 


T. confusum 


30° 


c 


Pferine de blé complète + levures 
(12:1) 


27 


2^-32 


42 


Orysaephilus 
nurinanensis 


25° 


c 


Brisures de blé + flocons d'avoi- 
ne + levure (5:5:1) 


26 


28-32 


42 


0. mercator 


25° 


c 


Brisures de blé + flocons d'avoi- 
ne + levure (5:5:1) 


26 


28-32 


42 
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ANNEXE 2 

Quelques résultats de sensibilité normale obtenus pour le bromure de méthyle 
et la phosphine avec les concentrations discriminantes 



BROMURE DE METHYLE 

(durée d'exposition 5 heures) 



CL 50 



CL 



99,9 



Concentration 
discriminante 



oer/i 



SitoDhilus oryzae 


3,6 


4,8 


6 


S. zeamais 


3,2 


5,4 


6 


S. sranarius 


5,1 


7,5 


9 


Rhyzopertha dominica 


4,0 


7,4 


7 


Tribolium castaneum 


8,4 


11,7 


12 




8,6 


11,2 


13 


Oryzaephilus surinamensis 


5,8 


8,5 • 


9 


0. mercator 


5,8 


8,5 


9 


PHOSPHINE 








(durée d'exposition 20 heures) 








Sitophilus oryzae 


0,011 


0,039 


0,04 


S. zeamais 


0,007 


0,013 


0,04 


S. firanarius 


0,013 


0,041 


0,07 


Rhyzopertha dominica 


0,008 


0,028 


0,03 


Tribolium castaneum 


0,009 


0,028 


0,04 




0,011 


0,029 


0,05 


Oryzaephilus surinamensi s 


0,012 


0,036 


0,05 


0. mercator 


0,011 


0,034 


0,05 



ANNEXE 3 

Calcul des concentrations et des volumes des doses 

La méthode nécessite le choix des concentrations â la suite de quoi on détermine les 
volumes de gaz des doses. Les exemples ci-après montrent les calculs et les opérations 
nécessaires pour déterminer les volumes de doses et concentrations effectives pour une 
température de 25 C (298 K). 



uopyriyniea 
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Simple 1 " Bromure de méthyle 

Opération 1 - Déterminer le volume (ml) de vapeur de bromure de méthyle & 25° C 
nécessaire pour obtenir une concentration de x.^ (mg/l) dans un desBiccateur de volume (1). 

298 x x^mg/1) x V^l) x 22,414 x 1 000 = g ^ 

273 x 1 000 x 94,939 

(HC bromuro de méthyle) 
ou x^mg/l) x V^l) x 0,2577 - ^(ml) 



Opération 2 - Choisir la division entière la plus rapprochée sur une 
priée pour avoir le volume de dose effectif D^(ml) de vapeur et la concentration recal- 
culée, c'est-à-dire la concentration X^(mg/l) effectivement utilisée. 



D^ml) x 273 x 94,939 x 1 000 
298 x V^l) x 22,414 x 1 000 

ou D^ml) x 3,8804 



^(mg/1) 



X/mg/1) 



Exemple 2 - Phosphine 

Opération 1 - Déterminer le volume d^ Çul) de source de gaz phosphine à 86 pour 
cent â la température de 25 C nécessaire pour obtenir une concentration de X (rag/l) 
in dessiccateur de volume ^ (l). 1 

298 x X^mg/l) V^l) x 22,414 x 10 8 _ d ^ 

273 x 1 000 x 33,9977 (PM phosphine) x 86 

ou X^mg/l x V^l) x 836, 81 = d^jd) 



Opération 2 - Choisir la division entière la plus rapprochée sur une seringue appro- 
priée pour avoir le volume de dose effectif D (yl) de source de phosphine à 86 pour cent 
et la concentration recalculée, c'est-à-dire la concentration X (ml) effectivement uti- 
lisée. 

jjfjO) x 273 x 1 000 x 33,9977 x 86 % 
298 x V^l) x 22,414 x 1 000 x 1 000 x 100 
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ou 



D l( ul)x 0,001 1 95 m ^ (ag/l) 
^(1) 



Une source de phosphine & 86 pour cent est l'équivalent d'une concentration de 1,195 
ug/ul. Ainsi, si la concentration est exprimée en (pl/l), l'équivalence des opérations 
1 et 2 ci-dessus est donnée par: 



Opération 1 



Opération 2 



X 1 ( P gA) xï^l) 

1,195 te//*) 
D^) x 1,195 

yi) 
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H — — — 1 

I I I I I 1 I I I I I I 

(I/Hui) uotjïjjuojuoo 
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METHODE POUR LES PUCERONS ADULTES - Méthode PAO N° 17 



Introduction 

En 1970, une méthode provisoire pour la détection de la résistance chez le puceron 
vert du pêcher (Hyeus persicae ) a été publiée dans le Bulletin phyto sanitaire de la PAO l/. 
Elle a été par la suite utilisée pour montrer la résistance au champ de ce puceron 2/. 
Ce teBt, cependant, prend beaucoup de temps et, dans certains cas, donne des résultats 
incertains, des génotypes faiblement résistants étant tués par les doses appliquées pour 
le diagnostic. En outre, la méthode d'application topique employée ne convient pas pour 
les petites espèces de pucerons. 

C'est pourquoi les deux nouvelles méthodes, décrites ci-aprês, ont été mises au 
point. 

. Un test d'immersion rapide utilisé avec succès au Royaume-Uni avec M. persicae . M. 
Bolani et Aphis fabae . qui devrait être considéré comme la nouvelle méthode normalisée. 

. Un test de résidus de pulvérisation applicable à une large gamme de produits, dont 
les insecticides systémiques et les inhibiteurs du développement des insectes, et qui se 
montre préférable dans certaines circonstances. Bien que cette méthode plus exigeante 
demande l'utilisation d'une tour de Potter, elle a été employée par des chercheurs tchéco- 
slovaques avec M. persicae . A. fabae . Thorioaphis maculata et Phorodon humuli 



Test d'immersion rapide . Des lots de pucerons sont plongés pendant dix secondes dans 
des préparations aqueuses de diverses concentrations, partiellement sèches et conservés 
danB un milieu propre pendant une heure ou plus (selon la rapidité d'action do l'insec- 
ticide) avant le relevé de la mortalité. 

TeBt des résidus de pulvérisation . Des feuilles (ou disques foliaires) de plantes 
hStes appropriées sont traitées par pulvérisation dans la tour de Potter de façon à ob- 
tenir un dép8t liquide constant, avec des concentrations variables d'insecticide. Après 
deux heures de séchage, on y fixe des cellules de verre à l'aide de cire et on ajoute des 
lots de pucerons. Les relevés de mortalité sont effectués au bout de 24 heures ou plus, 
suivant l'insecticide utilisé. 

l/ PAO, 1970. Méthode provisoire pour les adultes du puceron vert du pécher. Méthodes 
recommandées pour la détection ot la mesure de la résistance des ravageurs agricoles 
aux pesticides. Bull, phytosan. FAQ . 18: 16-18 

2/ Needham, P.H. et Devonshiro, A.L. 1973. Pestic. Sci. . 4:107; et 1975t Pestic. Sci .. 
6:547 

3/ Hrdy, L. 1975. Proc. 8th Prit. Insect. Fungic. Conf . p. 737 
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Les résultats obtenus par l'une et l'autre méthode sont traités de la même manière. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en regard 
de la concentration sur du papier a probabilité logarithmique. Les données de référence 
sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de laquelle il 
est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant 8tre utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de tels tests est un Bignal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Matériel d'61evage « Les pucerons doivent Strc élevés en serre, à la température de 
22-25 C et avec une durée d'éclairement de 16 heures (éclairage approprié si néces- 
saire). 

Pour l'élevage des souches de référence, on peut utiliser les plantes suivantes» 
pour A. fabae , de jeunes plants do feve; pour II. persicae . le chou chinois ou les 
navets; pour Phorodon humuli. des plantules de houblon; pour T. maculata . de la luzerne 
(var. Calliverde). 

Des cages convenant à la plante alimentaire sont utilisées pour les colonies de réfé- 
rence. Elles doivent avoir des cotés à mailles fines (par exemple, en tulle de térylene), 
un dessus en verre et de préférence, à l'avant, une porte constituée par un panneau en 

De petites colonies de H. persicae recueillies sur le terrain peuvent Stre conser- 
vées sur deB fouilles de pomme de terre excisées et placées dans des boîtes en plastique. 

Matériel de testage . Courts cylindres en verre (20 - 25 mm de diamètre et à peu près 
de m&ne hauteur) enduits de Pluon pour empêcher les pucerons de grimper sur les paroi6. 
Gaze de nylon & mailles fines, pinceaux fins pour la manipulation des pucerons, un gros 
perforateur â liège (plus de 25 mm) pour découper des disques foliaires (s'il y a lieu). 
Une tour de Potter est nécessaire pour le test des résidus foliaires. 

Collecte des échantillons d'insectes 

Collecte sur le terrain . Pour éviter d'avoir des colonies clonales, il est conseillé 
de recueillir les pucerons sur des feuilles isolées, ramassées à des intervalles de 5 ni 
environ, et de placer chaque feuille dans un sac de polythenc distinct garni de papior 
absorbant l'humidité. 

Expédition . Certaines espèces do pucerons supportent bien le transport sur deB 
feuilles excisées dans des boîtes en plastique, ou mémo dans des sacs en plastique par- 
tiellement gonfléB, garnis de papier absorbant l'humidité. Dos spécimens do M. persicae 
ont pu Strc expédiés avec succès par la poste au Royaume-Uni, ce qui risque d'être impos- 
sible par temps chaud. 
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Préparation des insecticides 

Conformément aux principe» adoptés dans les tests PAO, les préparations insecticides 
doivent être obtenues & partir d' échantillons pratiquement purs. L'échantillon est dis- 
sous dans de l'acétone (ou dans de 1 • acétone/alcool 1/1) avant l'emploi, et l'on ajoute 
de l'eau pour obtenir une solution mère solvant-eau de l/l. Il convient d'utiliser de 
l'eau distillée, & laquelle un agent mouillant (par exemple, 0,02 pour cent d'Agral 90 
ou de Triton X-100) aura été ajouté à une concentration non toxique. Toutes les nouvelles 
dilutionB seront faites à partir de ce mélange. 

Dans certains cas, il peut être impossible d'obtenir des échantillons d'insecticides 
suffisamment purs ou de préparer des suspensions stables, comme décrit ci-dessus. On peut 
alors recourir & des formulations existant dans le commerce. Toutefois les données de 
référence concernant la sensibilité peuvent varier d'une formulation à l'autre pour un 
même insecticide, aussi toutes les comparaisons concernant la résistance/sensibilité 
doivent être effectuées avec la même formulation. Les ingrédients inertes doivent, si 
possible, être divulgués par le fabricant, sinon une formulation à blanc - sans l'insec- 
ticide - doit être fournie pour des essais-témoins. 

Dilutions pour la détermination des données de référence . Des tests préliminaires 
sont effectués avec toute une série de dilutions 1/10. Une fois déterminées les propor- 
tions successives de morts, on prépare une nouvelle Bérie de dilutions 5/10 ou 7/10 de 
cinq concentrations pour couvrir cette gamme. Il faut employer des suspensions fraîches, 
des modifications physiques pouvant se produire si la conservation est trop prolongée. 

Méthode du teBt d'immersion 

Immersion . On place les pucerons par lots de dix dans plusieurs courts cylindres de 
verre enduits intérieurement de Pluon, et au fond recouvert d'une gaze fixée par une bande 
de caoutchouc. L'immersion est effectuée en plaçant le cylindre dans une cuvette peu 
profonde et en appliquant but les pucerons 2 ml du liquide insecticide au moyen d'une 
pipette. Après un contact de dix secondes, les pucerons sont partiellement séchés en 
tamponnant le fond du cylindre aveo du papier-filtre. 

Pour établir la courbe de référence, on pratique au moins trois répétitions avec 
chacune des concentrations, avec trois témoins. 

Maintien on captivité . Pour les insecticides a action rapide, prooéder selon la 
méthode A, qui donne des résultats en une heure; pour ceux agissant plus lentement, 
utiliser la méthode B. 

METHODE A. On recouvre l'extrémité supérieure du tube d'immersion en verre avec 
de la gaee propre, maintenue au moyen d'un bouchon de verre perforé. On renverse le 
tube, que l'on tapote fermement pour faire tomber les pucerons sur la gaze propre, et on 
jette la gaze humide. On abandonne les insectes traités pendant une heure à 20 - 25 C, 
avant de les examiner pour en déterminer la mortalité â l'aide d'un microscope binoculaire. 
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METHODE B. Les chambres de maintien en captivité sont préparées comme suit. On 
dêcoupû des disques foliaires de plantes appropriées selon un diamètre légèrement supé- 
rieur à celui des tubes en verre. Ceux-ci sont fixés aux disques en plongeant leurs 
extrémités dans de la cire fondue, qu'on laisse durcir après transfert sur la face aba- 
xiale des disques foliaires. 

Après immersion, les pucerons sont introduits dans ces chambret» de maintien en capti- 
vité, que l'on dispose sur du papier— filtre humide et conserve & 20 — 25 C jusqu'au moment 
voulu pour les observations. Dans les teBts préliminaires, les pucerons sont examinés à 
des intervalles suivant une progression géométrique (1, 2, 4, 8 h, etc.). Des observa- 
tions semblables sont effectuées sur des témoins. On choisir alors un temps d'observation 
normalisé, au bout duquel l'action insecticide est pratiquement complète, mais il n'y a 
pas encore une mortalité excessive chez les témoins. 

Critère de mort . Les chercheurs peuvent retenir des critères de mort différents, 
auxquels ils doivent se tenir. Une méthode consiste à stimuler doucement les pucerons 
avec une aiguille fine ou un pinceau. Si le puceron tombe & la renverse et ne se relève 
pas, il peut être considéré comme mort. 

Méthode des résidus de pulvérisation 

On peut utiliser cette méthode avec des disque b foliaires légèrement plus grands que 
les petits tubes en verre, ou avec des feuilles entières. On traite par pulvérisation 
les faces inférieures des feuilles ou des disques foliaires dans une tour de Potter, 
laquelle peut être munie d'un cylindre plus large en vue de la sédimentation. Dans ce 
test, on pulvérise 1 ml de liquide sous une pression initiale de 2 atmosphères (200 kPa) 
et on laisse déposer pendant cinq minutes. Après deux heures de séchage, on fixe, au 
moyen de cire fondue (comme ci-dessus), un cylindre de verre sur chaque feuille (ou 
diBque foliaire). Avec des feuilles rugueuses, il peut Stre nécessaire d'enduire la base 
du cylindre de cire fondue, ou d'avoir recours à une pince & ressort pour maintenir le 
cylindre en place. 

On dépose des lots de 20 & 30 pucerons dans chaque cylindre. La plupart des femelles 
aptères seront retenues par le Pluon. Dans le cas de Therioaphis maculata . des couver- 
cles en gaze sont cependant indispensables pour empêcher des individus de b' échapper. 

o 

Les feuilles ou disques foliaires sont maintenus A 20 - 25 C aux fins de récupé- 
ration. Les disques foliaires sont conservés frais en les plaçant sur du papier-filtre 
humide, et les feuilles entières en insérant les pétioles dans de petites fioles ren- 
fermant de l'eau. 

On examine les insectes au bout de 24 ou 48 heures en retenant les critères indiqués 
ci-deBsus. Si deB insectes morts ou moribonds sont observêB parmi les témoins, les pour- 
centages de mortalité doivent être corrigés par la formule d' Abbott 4/ . Les résultats 
doivent être rejetés si la mortalité des témoinB dépasse 10 pour oent. 



tj Voir "ContrSle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
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La méthode peut également être employée avec les inhibiteurs du développement des 
inseotes; dans ce cas, la durée de maintien en captivité doit être portée à 6 - 9 
jours, et les critères d'efficacité utilisés sont tout à fait différente 5/. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d' établir des données de référence fiables pour les sou- 
ches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de 
mortalité moyenne portée en regard de la dose ou de la concentration sur du papier & 
probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL (ou CL ) et autres doses 
critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit & partir des données de référence en 
se servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insecteB que doit compter un 
tel échantillon, ou à la doee ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance à un stade ou seule une petite 
partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible 
un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99»9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 

I 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que 
la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesu- 
res de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. 

II n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 
pour cent, ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer 
plus de 1 pour cent de survie dans chaque test sucoessif s'atténuera progressivement 
avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insecteB normaux, la sensibilité varie considérablement, & la foiB selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper & son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résis- 
tance* Dans ce cas, il faut faire de nombreux tests avec une plus large gamme de doses 



2/ Hrdy, I. 1974. Acta entom. bohemoslovaea . ?1 O67 
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dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plue de survivants, le. forme 
de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. 
Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au 
début. A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant 
a la proportion des insectes sensibles existant dans ls population, ce qui permet d'es- 
timer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire 
l'accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être 
évalué d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche 
sensible, oe qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut néan- 
moins s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer 
une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une 
part, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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KSTHODE POUR LES PUHAISES DU GENRE Lygus - 
Méthode PAO N° 18 



Introduction 

Les punaises des plantes appartenant au genre Lygus sont d'importants ravageurs du 
cotonnier, des légumineuses, des cultures oléagineuses et légumières à graines, et de 
certains arbreB fruitiers a feuilles caduques. Lygus hesperus est le principal ennemi 
de la luzerne dariB l'ouest des Etats-Unis, où il constitue aussi un ravageur important 
du cotonnier, des haricots et des cultures légumières à graines; L,. elisus est commun 
sur les crucifères dans la même région. L. lineolans est un ravageur des cultures à 
graines et du cotonnier dans le midwest, le sud-ouest et le sud-est des Etats-Unis. L. 
voBBeleri est répandu sur les sorghos grains et le cotonnier dans certaines parties de 
l'Afrique. 

La méthode décrite ci-aprèB a été largement utilisée pour déceler la résistance chez 
L. hesperus en Californie \J % mais elle pourrait aussi s'appliquer à d'autres espèces du 
genre Lygus et, en fait, à d'autres punaises des plantes. 



Pour établir la courbe de référence de la sensibilité, on doit utiliser des punaises 
provenant d'une colonie de référence de sensibilité connue. Faute d'en disposer, on 
peut en recueillir sur le terrain, dans une région qui n'a pas été traitée avec l'inBec— 
ticide étudié ou un produit voisin. On garde les insectes pendant une nuit, afin 
d'éliminer les individus malsainB. LeB spécimens sains d'adultes sont traités par appli- 
cation topique dans la région coxale, de gouttelettes de 1 yl de solutions acétoniques 
d'insecticides. On les conserve à 25 - 26° C sur des haricots verts frais, pendant 24 
heures, avant de relever la mortalité. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en 
regard de la concentration sur du papier & probabilité logarithmique. Les données de 
référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue & partir de 
laquelle il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être 
utilisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. 
La présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'appa- 
rition probable d'une résistance et la nécessité de procéder à deB essaie plus poussés. 



1/ Leigh, T.P. et al. 1960. J. Scon. Ent. , 61:328; et 1977. J. Scon. Ent. . 70x42 
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Méthode» d'élevage 

Il est assez difficile d'élever des colonies de largue , en grande partie à cause de 
leur cannibalisme et parce que, d'après certaines indications, leurs exigences différent 
selon les espèces. On a assez bien réussi à élever L. hesperus . en utilisant les haricots 
& rames (PhaBeolus vulgaris ) 2/, mais sans pouvoir espérer obtenir plus de 20 à 30 pour 
cent d'adultes. Compte tenu du comportement prédateur de l'insecte, on peut fournir 
aux punaiseB des refuges, bous forme de papier froiBsé, et leur donner d'autres insectes 
comme proie. Ci-après, succinctement exposée, une méthode ayant fait ses preuves }J , 

o 

Conserver des adulteB dans des cages grillagées à 25 C, 40 - 50 pour cent d'humi- 
dité relative et avec un éclairement de 15 heures. Les faire pondre sur des haricots 
(P. vulgaris ). qui sont ensuite placéB dans de grands cartons à crème glacée (3,8 l) 
recouverts d'organdi. Ajouter, s'il y a lieu, des haricots (1 pour 10 nymphes). De 
temps à autre, ajouter des chenilles de noctuelles ( Spodoptera exigua ) issues d'une 
colonie de laboratoire 4/: 14 la première fois, puis 5 par jour. Dans ces conditions, 
à peu près 50 pour cent des punaiBes survivent jusqu'au stade adulte, qui est atteint au 
bout de 14 jours environ. 

Collecte et maintien en captivité des punaises adultes 

Pour les recherches effectuées en Californie, L. hesperus a été recueillie sur de la 
luzerne en pleine croissance. Cette espèce pasBe facilement de la luzerne au cotonnier, 
de sorte que d'importants échanges de populations se font entre les deux h8tes. La col- 
lecte sur luzerne est beaucoup plus facile (plus grande abondance d' insectes) que sur le 
cotonnier. 

L. hesperus . et peut-être tous les Lygus . passe par une diapauBe de reproduction, au 
cours de laquelle la sensibilité aux insecticides devient anormale. C'est pourquoi ces 
insectes ne sont recueillis sur le terrain qu'au stade de reproduction. Les punaises sont 
ramassées par balayage au filet, déchargées dans des sacs en papier fermés par torsion. 
Les sacs sont transportés au laboratoire, en prenant soin de les maintenir au frais. A 
l'arrivée, on en secoue le contenu dans des cages à manchons, ou les punaises peuvent 8tre 
séparées de tout corps étranger et des insectes d'autres espèces. Les Lygus sont alors 
recueillis par aspiration, classés selon le sexe et introduits dans des flacons de verre 
fermés par un grillage et contenant des haricots verts. On les conserve â 25 C pendant 
une nuit, après quoi tous les individus endommagés par la manipulation sont éliminés. 

Matériel et produits 

Aires d'épreuve et de maintien en captivité . Les insectes sont testés à la tempé- 
rature ambiante, puis maintenus à 25 - 26 C et 40 - 50 pour cent d'humidité relative. 



2/ Beards, G.'.f. et Leigh, T. P. i960. J. Econ. Ent. . 53:327 
3/ Bryan, D.E. et al. 1976. J. Econ. Snt. . 69:127 
ùj Patana, R. 1969. USDA Prod. Res. Rep. N° 108 
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Matériel d'application . Il faut prévoir une seringue à contrôle microraétrique pou- 
vant donner d'une façon précise 1 jil de solution insecticide. On peut aussi employer, 
bien qu'elles soient légèrement moins précises, des micropipettes à volume constant et 
à remplissage automatique 5_/. 

Réactifs . De l'acétone pur pour analyse est nécessaire. Les échantillons d'inBectes 
doivent avoir une pureté d'au moins 95 pour cent 6/. 

Solutions tests d'insecticide 

On dissout l'insecticide dans de l'acétone afin d'obtenir une solution mère à 1 pour 
cent. (Si le composé est insoluble dans l'acétone, il faut rechercher un autre solvant 
et le mentionner dans le compte rendu. Des tests préliminaires sont effectués avec 
une large ganme de dilutions 1:10, pour déterminer les proportions successives de morts. 
Les données figurant en annexe donnent des indications pour plusieurs insecticides cou- 
rants. ) Une fois calculées les proportions successives d'insectes morts, on prépare une 
autre série de dilutions à des intervalles plus rapprochés (5:10 ou 7*10), avec cinq 
concentrations environ, pour couvrir cette gamme jusqu'à ce que l'on obtienne un taux de 
mortalité de 100 pour cent. 

Exposition à l'insecticide 

Chaque série de traitements avec un insecticide particulier comprend quatre séries 
de 10 mâles et quatre de 10 femelles pour chaque dose, et un nombre semblable d'insectes 
traités avec le solvant seul. Les séries de traitements doivent 8tre répétées au moins 
deux fois, à des jours différents, de sorte que les chiffres de mortalité soient basés 
sur 160 punaises au minimum pour chaque dose. Pour le traitement, les punaises sont 
légèrement anesthësiées au moyen de gaz carbonique, nais seulement pendant le temps 
minimal nécessaire. Une exposition prolongée au gaz (au-delà d'une minute) peut entraî- 
ner la mort. On peut aussi immobiliser les punaises par le froid. Les insectes sont 
placés sur le doB dans une cuvette en forme de V, et on leur applique dans la région 
costal» des gouttes de 1 yl. Après traitement, les punaises sont introduites dans des 
flacons de verre (d'environ 0,5 l) contenant des haricots verts frais, et conservées à 
25 C pendant 24 heures. La mortalité, pour une dose quelconque, est en général plus 
forte chez les mâles que chez les femelles, mais si l'on ajuste la dose en tenant compte 
de la différence moyenne de poids entre les sexes, les uns et les autres semblent éga- 
lement sensibles. Leurs taux de mortalité respectifs sont corrigés par la fornule 
d' Abbott 2/, mais si la mortalité de3 témoins est trop élevée (disons supérieure à 20 

cent), on ne doit pas tenir compte des résultats. 



5/ On trouvera des renseignements sur les fournisseurs de seringues à piston micrométrique 
et de micropipettes dans le Bull, phytosan. FAQ. 1?:79, 1969- 

6/ Des échantillons pratiquement purs do nombreux insecticides courants peuvent être obtenus 
à prix coûtant, auprès de l'Entomological Society of America. Voir Bull, ent. Soc. 
Amer. . 14:238, 1968. 

jj Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3. • 
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Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . La méthode normale de détection de la résistance est basé* 
sur des comparaisons avec une souche de la même espèce dont la sensibilité est connue. 
Malheureusement, en ce qui concerne les Lygus . on ne dispose généralement pas de colo- 
nies de souches sensibles. En outre, dans de nombreuses parties du monde, on a beaucoup 
employé les insecticides là oû vivent des populations sauvages d'insectes, de sorte qu'il 
peut Stre difficile de se procurer des spécimens de sensibilité connue. En pareils cas, 
il peut 8tre nécessaire d'utiliser des punaises provenant d'une région oû l'insecticide 
examiné n'a pas été appliqué ou ne l'a été que très peu. Une courbe de référence éta- 
blie en partant de ces insectes servira au moins à déceler les changements subséquents. 

Afin d'établir des données de référence fiables, la méthode pertinente doit être 
répétée jusqu'à dix fois, selon la variabilité observée. Les résultats peuvent alors 
être groupés, et les chiffres de mortalité moyenne portés en regard de la dose ou de la 
concentration sur du papier à probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou 
après un calcul approprié) les courbes de régression dose-mortalité et on en dérive la 
DL (ou Clv_) et autres doses critiques. 



ContrSle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence, en 
se servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un 
tel échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance à un stade où seule une petite 
partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible 
un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est censé 
détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 100, 
tandis qu'un traitement censé détruire à 99,9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 1 000. 
La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la plus 
forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il 
existe la moindre possibilité qu'une résistance do faible degré influe but les mesures de 
lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. Il n'y 
aura lieu de suspecter la résistance qu-; si le nombre des survivants dépasse 1 pour cent, 
ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus do 1 
pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec chaque 
répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquence, si ces deux facteurs 
ne sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper à son sujet. 
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Recherches complémentaires . Lorsque des survivante commencent & apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résis- 
tance. Dans co cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses 
dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme 
de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. 
Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au 
début. A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant 
& la proportion des insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'eB- 
timer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est— à— dire 
l'accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être 
évalué d'une façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène & une souche 
sensible, ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, 
néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour 
tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une 
part, et de la population suspect e,dd' autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 



ANNEXE 

Doses létales d'insecticides sur échantillons de Lygus hesperus 
collectés sur le terrain 



(ug/punaise) 



Insecticide 


Année 


D So 


DL 

90 


DL nn „ 
99i9 


Toxaphene 


1960 


0,043 


0,97 


2,7 


DDT 


1960 


0,89 


50 


190 


Téméphos 


1964 


0,014 


0,066 


0,11 


Monocrotophos 


1964 


0,014 


0,060 


0,097 


Halathion 


1960 


0,017 


0,30 


0,78 


Diméthoate 


1962 


0,034 


0,14 


0,23 


Trichlorphon 


1960 


0,056 


0,94 


2,4 


Méthomyl 


1965 


0,008 


0,044 


0,078 


Propoxur 


1971 


0,041 


0,55 


1,3 


Carbaryl 


1960 


0,045 


0,91 


2,5 


Source; Leigh et al. 


1960. 


J. Econ. Ent., 61:327; 


et 1977. J. 


Econ. Ent,. 70:42 



Note. Les punaises ont été testées avant une application importante des divers insec- 
ticides, et présentaient de ce fait une sensibilité presque normale à l'égard 
de deux-ci. 
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METHODE POUR LES ACARIENS RAVAGEURS DES PRODUITS ENTREPOSES 
(PAR EXEMPLE, Acarus siro L.) - Méthode PAO N° 19 



Introduction 

L'infestation par les acariens des denrées alimentaires entreposées n'est sérieuse 
que dans des conditions d'humidité relativement élevée, mais ces dernières sont très 
fréquentes au Royaume-Uni et en Europe septentrionale. La Communauté économique européen- 
ne, dans son plan d'intervention, et les responsables du commerce des grains au Royaume- 
Uni acceptent le grain renfermant jusqu'à 16 pour cent d'humidité, ce qui favorise la 
prolifération des acariens, avec comme conséquence une déperdition de produits alimen- 
taires. 

Depuis de nombreuses années, on applique des mesures do lutte au moyen d'acaricides 
de contact mais, vu les difficultés que présentent la manipulation des acariens et l'éva- 
luation de leur réaction aux pesticides, on dispose de peu de renseignements précis sur 
l'efficacité de ces produits (par rapport à l'abondance des données concernant les 
insectes ravageurs des denrées alimentaires). C'est pourquoi, lorsqu'une résistance au 
lindane assez répandue chez les acariens des produits alimentaires a été découverte au 
Royaume-Uni il y a quelques années, on a eu du mal â mettre au point une méthode précise 
pour mesurer le degré de résistance. 

La méthode décrite ci-après, élaborée au Pest Infestation Corvtrol Laboratory de 
Slough 1. 2/ . a été utilisée avec succès au Royaume-Uni pour la détection et la mesure 
approximative de la résistance chez Acarus siro et Gi.ycapha/ra3 destructor . Cependant, 
n'ayant pas été essayée par d'autres chercheurs, elle est pour le moment proposée comme 
méthode provisoire. 



On ajoute de la poudre renfermant diverses concentrations d'acaricide à du blé qui 
contient environ 16 pour cent d'humidité, et on mélange bien. Au bout de 24 heures de 
conservation à 17,5 C et 75 pour cent d'humidité relative, on divise le mélange en lots 
de 50 g que l'on place dans de petits flacons en ajoutant à chacun 0,01 g d'acariens. Les 
flacons sont bouchêB et abandonnés pendant 14 jours avant d'Stre examinés en vue d'estimer 

l/ VJilkin, D.R. 1973. J. Stored Prod. Res. . 9:101 

2/ Wilkin, D.R. 1975. Proc. 8th Brit. Insect. Fun/àc Conf. . p. 355 
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grosso modo le pourcentqge de morts. Afin de déterminer la résistance chez les souches 
de plein champ, on choisit une concentration considérée comme létale pour les acariens 
normalement sensibles. 

Culture des acariens 

Des colonies d'aoariens des denrées alimentaires entreposées peuvent Stre conservées 
but un mélange de levure Bêche et de germes de blé (1:1), à 17,5 C et 80 pour cent d'humi- 
dité relative dans de petites fioles coniques. Lorsqu'une population vigoureuse s'est 
formée (avec beaucoup d'adultes et pas d'hypopeB), les acariens sont prêts pour les tests. 

Echantillonnage des populations de terrain . Lorsqu'il existe de fortes infestations 
naturelles, on peut recueillir des échantillons suffisamment infestés pour tester les 
acariens & partir de ces derniers. Souvent, cependant, il peut être nécessaire d'élever 
les acariens au laboratoire pendant une génération et de tester la descendance. 

Equipement 

Flacons de verre a large goulot de 100 ml, avec couvercles vissés dans lesquels on a 
découpé une ouverture do 3 cm recouverte du coté intérieur de papier-filtre. Flacons de 
verre "Kilner" de 2 kg avec couvercles. Tambour rotatif pour mélanger leB acaricides et 
le blé. Tamis pour extraire les acariens (pour sjro . une maille de 600 u avec un 
fil de 400 ji. donne satisfaction; pour des acariens plus gros, il vaut mieux une maille 
de 1 mm, pour éviter les blessures). Spatules. Pinceaux à un seul poil (cil collé au 
manche d'un pinceau de peintre). Lamelles de verre, couvre-objets et milieu de montage. 
Microscope de faible puissance (x25-30). 

Matériel 

Substrat. Du blé tendre, à un taux d'humidité de 15 - 16 pour cent est utilisé comme 
substrat. Il doit être exempt d'acariens et conservé à -20 C pendant sept jours avant 
emploi. Le grain doit être conditionné à 17,5° C et 75 pour cent d'humidité relative 
avant utilisation. 

Acaricides . En raison des difficultés que présentent le broyage et le mélange deB 
acaricides chimiques, il est indiqué d'utiliser des substances fiables disponibles dans 
le commerce sous forme de poudres. Celles-ci doivent être fraîches. 

Traitement du grain 

Il est commode de traiter le grain par lots de 500 g, auxquels on ajoute le poids 
approprié d'acarioide en poudre pour obtenir la dose nécessaire. (Dans le cas du £amma-HCH, 
ajouter 0,5 g de poudre de gamma- HCH à 0,5 pour cent à 500 g de grain pour avoir une dose de 
5 PI»). 

Le poids voulu de poudre acaricide est ajouté au grain dans le flacon de 2 kg, et bien 
mélangé pendant cinq minutes au moyen d'un tambour rotatif. Ensuite, le tout est conservé 
pendant 24 heures a 17,5° C et 75 Vour cent d'humidité relative. 
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Exécution du test 

Le blé traité est réparti en lotB de 50 g dans des flacons de verre étiquetés, à 
chacun desquels on ajoute environ 0,01 g de culture saine d'acariens, en utilisant une 
fine spatule. Les flacons sont fermés avec leurs couvercles, dont les trous sont recou- 
verts de papier-filtre et laissés & 17,5 C et 75 pour cent d'humidité relative pendant 
14 jours. Des témoins sont soumis aux mêmes opérations avec du blé non traité. On 
effectue deux répétitions pour chaque concentration et on utilise deux témoins. 

Au bout de 14 jours, les acariens sont séparés du grain par tamisage et examinés 
sous un microscope stéréoscopique de faible puissance. On relevé le nombre des éventuels 
survivants, à l'exception des larves venant d'éclorc, dont on ne doit pas tenir compte. 
Les acariens chez lesquels on peut déceler des mouvements, aussi faibles soient-ils, sont 
considérés comme survivants. Ces derniers doivent 8tre montés sur lamelles de verre pour 
être identifiés avec certitude. 

Relevé et interprétation des résultats 

Ce test ne permet pas d'obtenir un pourcentage de mortalité précis et il est prati- 
quement impossible de baser les résultats sur un stade ou un sexe particulier. Cependant, 
on peut faire une évaluation approximative comme suit: moine de 10 pour cent de morts, 
environ 25 pour cent, environ 50 pour cent, plus de 75 pour cent et 100 pour cent. Ces 
résultats peuvent être portés sur du papier à probabilité logarithmique, afin d'obtenir 
une courbe de régression concentration/mortalité approchée. 

Contrôle de la résistance 

La pratique actuelle de la PAO pour choisir un traitement diagnostique en vue de 
déceler la résistance consiste à baser la concentration utilisée sur la courbe de ré- 
gression concentration/mortalité pour des arthropodes normaux. Comme indiqué ci-dessus, 
il est difficile d'obtenir une information précise de cette sorte dans le cas des aca- 
riens. Une autre façon de faire est de revenir à la méthode antérieure: utiliser une 
concentration double de celle ayant tué tous les acariens dans des tests préliminaires 
avec une souche sensible. Toutefois, cette méthode ne tient pas compte de la pente de 
la courbe concentration-réaction. (S'il faut accroître considérablement la concentration 
pour augmenter sensiblement la mortalité, le doublement de cette concentration peut ne 
pas Qtre suffisant pour empSchcr la survie d'arthropodes normaux). En conséquence, il 
peut y avoir un certain avantage â tenir compte des mortalités approximatives obtenues 
avec différentes concentrations, comme mentionné précède:., ment. 

Des expériences avec A. siro exposé au lindanc ont donné les mortalités approxima- 
tives suivantes a différentes concentrations: 

25 pour cent â 0,25 PPm 

75 " " " 0,5 " 

100 •' " " 1 » y. 

2/ Wilkin, R.D. 1975. Proc. 8th Brit. Insect. Pungic. Conf. . p. 255 
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En partant des deux destructions partielle s, on devrait, d'après les prévisions, avoir 
une mortalité de 99,9 pour cent à 2 ppm. G. destructor s'est montré légèrement plus 
tolérant, mais tous les insectes étaient tués & 2,5 ppm. 

Dans le cas des deux acariens, une concentration diagnostique de 5 ppm & été utilisée 

pour déceler la résistance. Celle-ci s'est révélée satisfaisante, du fait des niveaux 

de résistance élevés des deux souches. Les souches résistantes de A. siro exigent 80 ppm 
et celles de G. destructor 40 ppm pour une destruction complète. 
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METHODE POUR I£S MOUCHES DES FRUITS TEPHRIDIDES - 
Héthode PAO M° 20 



Introduction 

Certaines mouches des fruits de la famille des Tephrididae sont de graves ravageurs 
de fruits charnus commercialement importants. Diverses méthodes ont été" utilisées pour 
les combattre, dont les traitements insecticides, encore que des précautions s'imposent 
pour éviter de détruire indûment leurs parasites et prédateurs yj . Apparemment, on n'a 
pas encore signalé de résistance aux insecticides chez ce groupe, mais il Borait peut- 
être bon de disposer d'une méthode normalisée pour la déceler sans retard. Celle décrite 
ci-apres a été employée pour évaluer la toxicité fondamentale d'uno grande variété d'in- 
secticides â l'égard de Dacus dorsalis (mouche orientale des fruits), D. cucurbitae 
(mouche du melon) et Ceratitie capitata (mouche méditerranéenne des fruits) aux Hawaii 2/, 
et aussi de D. oleae (mouche de l'olive) en Grèce . Un test très voisin a été utilisé 
pour Rhagoletis pomonella aux Etats-Unis 4/. 

Sommaire 

Des mouches des fruits de sensibilité connue sont immobilisées au moyen du froid ou 
d'anesthétiques, et traitées par des applications topiques de gouttes de 1 ^il de solutions 
acétoniques d'insecticides. Us pourcentages d'insectes tués sont déterminés au bout de 
24 heures à 25° C. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en regard 
de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de référence 
sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue & partir de laquelle il 
est possible de sélectionner une concentration diagnostiquo pouvant stre utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence de 
survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable d'une 
résistance et la nécessité de procéder â des essais plus poussés. 

Matériel et produits 

Elevage . Di versos espèces de mouches des fruits peuvent être facilement élevées en 
laboratoire, et, en ce qui concerne l'utilisation possible des techniques de stérilisation, 

1/ Soultanopoulos, C. et Broumas, T. 1977. Entomophasa . 22:237 

2/ Keiser, I. et al. 1973. J. Econ. Ent. . 66:837 

>J Soultanopoulos, C. et 3roumas, T. (données inédites). 

4/ Glass, E.H. et Kuhr, R.J. (données inédites, New York Agr. expt. Station) 
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des méthodes de colonisation massale ont été mises au point pour la mouche du melon, la 
mouche orientale des fruitB, la mouche méditerranéenne des fruits ainsi que pour la 
mouche de l'olive 6/ et la mouche de la cerise jj '. 

Aire d'épreuve . L'aire d'épreuve peut 8tre maintenue à 20 - 25° C. L'humidité rela- 
tive au cours du testage n'a pas une grande importance. 

Réactifs . Acétone pur pour analyse et insectioides d'au moins 95 pour cent de 
pureté 8/. 

Appareil d'application topique . Il convient de prévoir une seringue à contrôle micro- 
métrique pouvant donner avec prêoision des gouttes do 1 yl. On peut aussi utiliser des 
tubes microcapillaires a remplissage automatique, qui ont une précision suffisante. 
Ceux-ci peuvent être fabriqués et calibrés sans grande difficulté; il en existe un type 
dans le commerce 9/. 



Solutions tests d'insecticide 



On dissout l'insecticide dans de l'acétone afin d'obtenir une solution mère à 1 pour 
cent p/v. Des tests préliminaires sont effectués avec une large gamme de concentrations, 
en utilisant des dilutions 1:10 pour déterminer les proportions successives de morts. 
Les données figurant en annexe donnent des indications sur l'activité de quelques insec- 
ticides à l'égard de Pacus dorsaliB . D. cucurbitae . D. oleae et Ceratitis capitata . Une 
fois calculées les proportions successives d'insectes morts, on prépare une autre série 
de dilutions à intervalles plus rapprochés (5:10 ou 7s10), avec cinq concentrations en- 
viron, pour couvrir cette gamme jusqu'à ce que l'on obtienne un taux de mortalité de 100 
pour cent. 



Collecte et manipulation des insectes 

Mouches élevées en laboratoire . Pour obtenir des insectes en vue du test, on place 
de3 pupes dans une cage grillagée avec de l'eau et des aliments (sucre, levure et eau, 
5:1:4) destinés aux adultes. à leur émergence. Lorsque celle-ci commence, les pupes sont 
transférées tous les jours dans de nouvelles cages, de sorte que l'on dispose de lots 
d'adultes d'âge connu. Les mouches sont testées & l'Sge de 3 - 5 jours. Si l'on veut 
utiliser deB mouches d'un seul sexe seulement, on peut recueillir les insectes, les 
anesthésier (avec du gaz carbonique ou de l'éther), les classer par sexo et remettre en 
cage les individus du sexe choisi. En fait, il est douteux que cela en vaille la peine, 
les recherches antérieures n'ayant pas révélé de grandes différences de sensibilité 
entre les sexes. Ainsi, la mouche orientale des fruits, la mouche méditerranéenne des 

5/ Mitchell, S. et al. 1965. USDA Agr. Res. Service . 33-104 

6/ Tsitsipis, J.A. 1975. Agence internationale de l'énergie atomique (PL 582/9) p. 93 

2/ Katsoyannos, B.I., Boller, E.P. et Remund, U. 1977. Mitt. Schweizer Oesellsoh. . 

50:25 

8/ Des échantillons pratiquement purs de nombreux insecticides peuvent Stre obtenus, à 
prix coûtant, auprès do l'Entomological Society of America. Voir Bull, ent. Soc. 
Amer. . 14:238, 1968 

2/ On trouvera des renseignements sur les fournisseurs de seringues â piston micrométrique 
,t d, *». 1. Bun. ph . yto.an. PAO , ,7=79, ,96, 
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fruits e-t la mouche du melon n'ont présenté que peu de différences d'un sexe à l'autre 
à l'égard du DDT ou du parathion 10/ . Dans des tests avec la mouche de l'olive, la DL 
des mâies bourais â 20 insecticides a été en moyenne de 93,4 + 21,7 pour cent de celle 
des femelles 1l/. 

Mouches recueillies sur le terrain . Des mouches sont élevées à partir de larves pré- 
levées sur des fruits infestés récoltés dans un endroit non traité. Si le nombre d'adul- 
tes obtenus est insuffisant, on peut en élever une génération en laboratoire et tester 
la descendance. 



Traitement 

Des lots de mouches sont extraits des cages à l'aide d'un aspirateur et immobilisés 
avec du gaz carbonique ou de l'éther. la durée de l'anesthésie ne doit pas dépasser sept 
minutes sous peine de devenir nocive. Les mouches sont placées, pronotum en haut, dans 
une boîte de Pétri doublée à moitié de papier-filtre. Chaque mouche est ensuite traitée 
avec une goutte de 1 ^il de solution insecticide et les témoins avec de l'acétone seule. 
Après traitement, les insectes sont transférés dans des chambres de récupération (petits 
flacons ou cartons à crème glacée) dont les côtés sont enduits de quelques gouttes d'ali- 
ment liquide et dont la partie supérieure est recouverte de mousseline. On leB abandonne 
pendant 24 heures à 25 C avant de relever la mortalité. 

Si l'on observe des insectes morts ou moribonds parmi les témoins, les pourcentages 
de mortalité doivent être corrigé par la formule d' Abbott 12/. Les résultats sont à 
rejeter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 

Chaque insecticide est appliqué à cinq concentrations différentes (plus un témoin) 
en effectuant deux répétitions avec 20 mouches. 



Relevé' et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les 
oouchoB sensibles, la méthode pertinente doit 8tro répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de morta- 
lité moyenne portés on regard de la dose ou de la concentration sur du papier à proba- 
bilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL (ou CI^ 0 ) et autres doses 
critiques. 



10/ Keiser, I. et al. 1973. J. Scon. Ent. , 66;837 

\\J Soultanopoulos, C. et Broumas, T. (données inédites) 

12/ Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
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Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostiqua . On la choisit a partir des données de référence, en 
se servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantil- 
lon d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'Stre 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un 
tel échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance â un stade ou seule une petite 
partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser si possible 
un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lotB de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostiquo, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99» 9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 

I 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la rêBiBtance, alors que 
la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesu- 
res de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement â 99 pour cent de destruction. 

II n'y aura lieu do suspecter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 
pour cent, ce qui peut être vérifié au moyen do teBts répétés. La probabilité d'obser- 
ver plus de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement 
avec chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des inBectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se 
tromper â son sujet. 

Recherches complément aires . Lorsque des survivants commencent â apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résistance. 
Dans ce cas, il faut faire de nombreux tests avec une plus large gamme de doses dépas- 
sant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme de la 
courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. Habi- 
tuellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au début. 
A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant à la 
proportion des insectes sensibles existant dans la population, co qui permet d'estimer 
le pourcentage dos individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire l'accrois- 
sement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut Stre évalué d'une 
façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, ce qui 
implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, néanmoins, s'en faire 
une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte pro- 
portion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une part, et de 
la population suspectée, d'autre part. 

Tests do résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il eBt évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croiBêe au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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ANNEXE 

Doses létales d'insecticides pour diverses mouches 
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Sources ; chiffres relatifs & D. oleae , d'après les données inédites de Soultanopoulos 
et Broumas; ceux concernant les autres espèces, d'après Keiser et al. 1973. 
J. Econ. Ent. . 66:837 
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METHODE POUR LA TEIGNE DES CRUCIFERES (Plutella xylostella L. ) - 

Méthode PAO N° 21 



Introduction 

La teigne des crucifères est un ravageur très répandu des Braasica dans de nombreux 
pays, et sa résistance aux insecticides a été signalée à diverses reprises dans plusieurs 
régions tropical es (Inde, Java, Venezuela et Philippines) l/. Les méthodes utilisées 
pour déceler cette résistance sont principalement celle de l'application topique et celle 
des traitements par pulvérisation au moyen d'une tour de Potter. La première semble la 
plus commode et évite la nécessité de préparer des formulations appropriées pour pulvé- 
risation ou de s'en remettre & des formulations commerciales de composition inconnue et 
peut— être variable. 



Pour chaquo test un lot de larves bien développées (4&me stade) est légèrement anes- 
thésié avec du gaz carbonique et place dans une demi boîte de Pétri tapissée de papier- 
filtre. Des gouttelettes (0,5 ^il) de solutions acétoniqueB d'insecticide sont appliquées 
sur la partie dorsale de chaque larve. Après traitement, les larves sont transférées 
danB des flacons de verre propres, renfermant des feuilles de chou ou de chou-fleur, et 
conservées à 25 0 pendant quatre jours avant de relever la mortalité. 

Lob courbes de régression sont normalement obtonuos en portant la mortalité en re- 
gard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de réfé- 
rence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de laquelle 
il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de telB tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 

Méthodes d'élevage 

Entretien d'une colonie de référence . La méthode ci-après a été utilisée & la Q 
station expérimentale de Rothamsted (Angleterre) ou la colonie à été conservée & 23 C. 
A cette température, le cycle biologique est complété en 21 - 24 jours. En conditions 
tropicales, la température peut être plus élevée (25 - 30 C), le cycle étant alors 
raccourci • 



j/ Kalra, R.L. et Chawla, R.P. 1977. Bull. phytoBan. PAO . 25:85 
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Lob chrysalides sont maintenues à 5 C, jusqu'au moment où l'on en a besoin. Le 
premier jour, on place dans une cage une demi-boîte de Pétri contenant 100 chrysalides 
en même teuips qu'un peu d'ouate trempée dans une solution de miel (1:10, miel:eau). 
Les adultes commencent â sortir au bout du troisième jour; on introduit alors un petit 
pot contenant un jeune plant de navet sur lequel pondront les insectes. Le jour suivant, 
on retire la plante avec les oeufs qui y sont fixés et on la recouvre d'une enveloppe 
de mousseline ligaturée aux deux extrémités, (il peut 8tro nécessaire de soutenir le 
tout a sa partie supérieure). On répète cette opération les quatrième, cinquième et 
sixième jours. Les larves continuent à so développer â l'intérieur des gaines de mousse- 
line (les plantes étant arrosées, s'il y a lieu). Si le navet est trop entamé, on coupe 
la tige à la base, fixe la mousseline autour et renverse l'ensemble sur une nouvelle 
plante. 

Lorsque les larves atteignent 1 cm de long, on transfère la plante dans uno cuvette 
en plastique, que l'on couvre d'une mousseline, fixée sur lo rebord. (Généralement, les 
deux premières plantes et les deux dernières sont réunies dans deux cuvettes). A partir 
de ce moment, on peut remplacer, si l'on veut, leB feuilles de navet par des feuilles de 
chou; dans les deux cas, il importe d'ajouter des feuilles fraîches tous les jours. La 
nymphose devrait commencer entre le dix-septième et le vingtième jour, moment où les 
chrysalides pourront être retirées pour être conservées à 5 C. 

Matériel et méthodes 

Aire d'épreuve . Une pièce â 20 - 25° C convient; l'humidité rolative au coure du 
test n'a guère d'importance. 

Réactifs . Acétone pur pour analyse et échantillons d'insecticides ayant au moins 
95 pour cent de pureté. Des échantillons de nombreux insecticides courants peuvent être 
obtenus, à prix coûtant, auprès de l'Entomological Society of America 2/. 

Appareil d'application topique . Il est souhaitable de prévoir une seringue à contrôle 
micrométrique pouvant donner avec précision des gouttes de 0,5 Jfl» On peut aussi uti- 
liser des micropipettes & remplissage automatique avec une précision suffisante. Celles- 
ci peuvent 3tre fabriquées et calibrées sans grande difficulté; il en exiate un type 
dans le commerce 

Solutions tests d'insecticide 

On dissout l'insecticide dans de l'acétone afin d'obtenir une solution mère à 1 pour 
cent. On procède à des tests préliminaires avec une large gamme de concentrations, diluées 
à 1:10 pour déterminer chaque fois la proportion des morts. Les DL ont été déterminées 
pour quelques insecticides et peuvent donner des indications approximatives £/ . Par 



2j Voir Bull, ent. Soc. Amer. . 14:238, 19^8 

3j/ On trouvera des renseignements sur les fournisseurs de seringues à contrôle micrométri- 
que et de micropipettes dans le Bull, phytosan. FAQ . 17:79i 19^9 

ij Chav.-la, R.P. et Kalra, R.L. 1976. Indian Plant Prot. J. . 4:170 
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exemple: dichlorvos (ul/larve), 066; diazinon, 0,13; malathion, 0,82; bioperméthrine, 
0,0025 . Une fois établies leB proportions successives d'insectes morts, on prépare une 
autre série de dilutions a intervalles plus rapprochés (5:10 ou 7:10), avec cinq con- 
centrations environ, pour couvrir une gamme jusqu'à ce que l'on obtienno un taux de mor- 
talité de 100 pour cent. 

Exposition a l'insecticide 

On utilisera des larves bien développées, do préférence au quatrième stade et pesant 
de 2 à 3 mg. (Si l'on emploie dans les tests de résistance dos larves au cinquième stade 
avec des spécimens d'âge inconnu recueillis sur le terrain, certaines peuvent se nympho- 
8 or au cours de l'essai). Chacune des doses doit être appliquée au moins à trois lots 
de 10 larves. Les larves sont immobilisées par perfusion avec du gaz carbonique et 
placéeB dans une demi-boîte de Pétri doublée de papier-filtre. Une goutte de 0,5 ^1 est 
appliquée dans la région dorsale do chacune, après quoi elles sont transférées dans un 
flacon de verre propre, au moyen d'un pinceau en petit-gris. On ajoute des feuilleB de 
chou ou de chou-fleur, et on les laisse 24 heures à 25 C avant de procéder au relové de 
la mortalité. Les larves ne réagissant pas lorsqu'on les pousse du bout d'une aiguille 
sont considérées comme mortes. 

Si des insectes morts ou moribonds sont observés parmi les témoins, les pourcentages 
de mortalité doivent être corrigés par la formule d 1 Abbott 5_/. Les résultats sont à 
rejeter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 

Relevé et interprétation des résultats 

Données de référença . Afin d'établir des données de référenco fiables pour les sou- 
chos sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la varia- 
bilité observée. Les résultats peuvent alors 8tre groupés, et les chiffres de mortalité 
moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à probabilité 
logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les courbes de 
régression doso-mortalitê, et on en dérive la DL^ (ou CL^) et autres doseB critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistanco dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une dose 
ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en se 
servant de la courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'être 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit comporter 
un tel échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus Ibb insectes testés 
sont nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance à un stade où seule une 
petite partie de la population est attointo. En général, il y aura lieu d'utiliser si 
possible un échantillon d'au moinB 100 insectes (soit 10 lots de 10). 



j/ Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
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En ce qui concerne la doBe diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
cens6 détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement censé détruire à 99» 9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 

I 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que 
la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. 
S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible degré influe sur les mesu- 
res de lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement à 99 pour cent de destruction. 

II n'y aura lieu de suspeoter la résistance que si le nombre des survivants dépasse 1 pour 
cent, ce qui peut être vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus 
de 1 pour cent de survie dans chaque test successif s'atténuera progressivement avec 
chaque répétition. 

Il importe de souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
des insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état 
physiologique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne 
sont pas soigneusement normalisés, on risque do ne pas déceler la résistance ou de so 
tromper à son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque des survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les testB de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résis- 
tance. Dans ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus large gamme de doses 
dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus de survivants. La forme 
de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. 
Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au 
début. A ce stade, la courbe de régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspon- 
dent à la proportion des insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet 
d'estimer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-à-dire 
l'accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut Stre 
îvalué d'une façon oxacto qu'on comparant uno souche résistante homogène à une souche 
sensible, ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, 
néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour 
tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, 
d'une port, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souitaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autreB insecticides. Co travail, qui peut comporter des ôtudos de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 
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METHODE POUR LES LARVES DE LEPIDOPTERES RAVAGEURS DES PRODUITS ENTREPOSES 
ET KETHODE PROVISOIRE POUR LA DETECTION DE LA RESISTANCE CHEZ LES LEPIDOPTERES 
ADULTES RAVAGEURS DES PRODUITS ENTREPOSES - Méthode PAO N° 22 

Introduction 

La. résistance aux insecticides a été signalée chez Plodia i.-vtcrpunctella Hubner et 
Ephostia cautollc Wlk. 1.2/ . et pourrait s'étendre à d'autres espèces. La méthode pour 
déceler et mesurer la résistance chez les lépidoptères ravageurs des produits entre- 
posés au stade larvaire, décrite ci-après, est basée essentiellement sur celleB qui ont 
été utilisées avec succès aux Etats-Unis et en Australie. En outre, une méthode s'ap- 
pliquant aux papillons adultes de ces ravageurs a été mise au point au Royaume-Uni. 
Beaucoup moins employée que la technique pour les larves, elle présente cependant un 
certain intérêt comme méthode rapide pour déceler la résistance; on conséquence, elle 
est exposée plus loin comme méthode d'épreuve provisoire. 

Sommaire du test sur larvos 

Des lnrves aux derniers stades do lépidoptères ravageurs des produits entreposés 
normalement sensibles sont traitées par application topiquo Q de gouttes de 1 jil do solu- 
tion; acétoniquo s d'insecticide. Elles sont conservées à 27 C et 45 — 65 pour cent 
d'humidité relative pendant 120 heures avant d'évaluer la mortalité. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en re- 
gard de la concentration sur du papier à probabilité logarithmique. Les données de réfé- 
rence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue à partir de laquelle 
il est possible de sélectionner une concentration diagnostique pouvant être utilisée pour 
contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. La présence 
de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'apparition probable 
d'une résistance et la nécessité de procéder â des essais plus poussés. 

Iiatériel et produits 

Elevage . L'élevage do divers lépidoptères ravageurs des produits entreposés est 
décrit en détail par Doles et ïlarzko }/. 



l/ Zettlcr, J.L. et al. 1973. J. Econ. Ent. . 66:1049 
2/ Attia, P.I. 1977. J. Australian Ent. Soc .. 16:149 

)J 3olec, H.P. et Marzke, F.O, dans Insect colonisation and maso production . 1966. Bd. 
CIT. Smith. New York. Académie Press. 
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Aire d'épreuve . Une pièce à la température de 20 - 25° C convient; l'humidité rela- 
tive au cour b du test n'a pas beaucoup d'importance. 

Réactifs . Acétone pur pour analyse et insecticides ayant au moins 95 pour cent de 
pureté ^/. 

Appareil d'application topique . Il est souhaitable de prévoir une seringue à con- 
trais micrométrique pouvant donner avec précision des gouttes de 1 yl. On peut aussi 
utiliser des tubes microcapillaires à remplissage automatique qui ont une précision suffi- 
sante. Ceux-ci peuvent être fabriqués et calibrés sans grande difficulté; il en exiBte 
un type dans le commerce 5_/. 

Solutions tests d'insecticide 

On dissout 1 ' insecticide dans de l'acétone afin d'obtenir une solution mère â 1 pour 
cent p/v. On procède à dos essais préliminaires avec une large gamme de concentrations 
diluées a 10:1, pour déterminer chaque fois la proportion deB morts. Les chiffres figu- 
rant en annexe donnent des indications sur les niveaux d'activité de quelques insecticides 
courants â l'égard do P. intcrpunctclla et E. cautella . Une foiB calculées les propor- 
tions successives de morts, on prépare une série de dilutions à intervalles plus rappro- 
che^ (5:10 ou 7*10), avec cinq concentrations environ, pour couvrir cette gamme jusqu'à 
ce que l'on obtienne un taux do mortalité de 100 pour cent. 

^position à l'insecticide 

On utilisera des larves complètement développées, pesant de 15 à 18 mg. Les tests 
Bout effectués avec cinq doses différentes, un témoin n'étant traité qu'à l'acétone. 
Choque dose doit Stre appliquée à au moins trois lots de 10 larves. 

Une goutte de 1 jH est appliquée sur la face dorsale du thorax de chaque larve. Pour 
plao de facilité, on peut immobiliser Icb larves en les exposant à du gaz carbonique dans 
un entonnoir de Buchner. Après traitement, elles sont placées dans des boîtes de Pétri 
propres, avec un pou de nourriture, et conservées à 27° C et 45 - 65 pour cent d'humi- 
dité relative pendant 120 heures, avant de relever la mortalité. Les larves ne réagis- 
sent pas quand on les pousse du bout d'une aiguille sont considérées comme mortes. 

Si des insectes morts ou moribonds sont observés parmi les témoins, les pourcentages 
de mortalité doivent Stre corrigés par la formule d* Abbott 6/. Les résultats sont â 
rejeter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 



<[/ Les échantillons pratiquement purs de nombreux insecticides courante peuvent être ob- 
tenus, à prix coûtant, auprès de l'Entomological Society of America. Voir Bull, ent. 
Soc. Amer. . 14:238, 1968 

2/ On trouvera des renseignements sur les fournisseurs de seringues à contrôle micromé- 
trique et de micropipettes dans le Bull, phytosan. FAQ . 17:79, 1969 

6/ Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
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Relevé et interprétation des résultats 

Données de référence . Afin d' établir des données de référence fiables pour les 
souches sensibles, ln méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix foiB, selon la 
variabilité observée. Les résultats peuvent alors être groupés et les chiffres de morta- 
lité moyenne portés on regard de la dose ou de la concentration sur du papier à proba- 
bilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on en dérive la DL^ (ou CL^q) et autres doses 
critiques. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition do la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des donnéos de référence en 
se servant de lr. courbe de régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensibles de l'espèce concernée a une forte probabilité d'3tre 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un 
tel échantillon, ou a la doBe ou concentration & er.iployer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances do déceler la résistance à un stade où seule une petite 
partie de la population est atteinte. En général, il y aura lieu d'utiliser, si possible, 
un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

Sn ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal 
sur 100, tandis qu'un traitement à 99,9 pour cent n'en épargnera qu'un sur 1 000. La 
dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, alors que la plus forte 
peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. S'il existe la 
moindre possibilité qu'une résistance do faible dogré influe sur les mesures de lutte, 
il est indiqué d'opter pour le traitement â 99 pour cent de destruction. Il n'y aura 
lieu do suspect or le. résistance quo si le nombre des survivants dépasse 1 pour cent, ce 
qui peut 3tre vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité d'observer plus de 1 
pour cent de survie da:iB chaque toct successif s'atténuera progressivement avec chaque- 
répétition. 

Il importe de souligner crue ce point n'est pas purement statistique. Chez dos in- 
sectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la fois selon leur état physio- 
logique et selon les conditions du test. Par conséquent, si ces deux facteurs ne sont 
pas soigneusement normalisés, on risque de no pas déceler lr. résistance ou de ec tromper 
a son sujet. 

Recherchas complémentaires . Lorsque des survivants commencent î. apparaître réguliè- 
rement dans les tests de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résis- 
tance. Dans ce cas, il faut faire de nouveaux teste avec uns plus large gamme de doses 
dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plus do survivants. La forme 
de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. 
Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage est résistante au 
début. A ce stade, la courbe do régression s'aplatit d'ordinaire au niveau correspondant 
â la proportion des incccteE sensibles existant dans la population, ce qui permet d'es- 
timer le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c' est-a-dire 
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l'accroissement de la dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être 
évalué d'une façon cxacto cru' en comparant une souche résistante homogène à une souche 
sensible, ce qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut, 
néanmoins, s'en faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour 
tuer une forte proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, 
d'une part, et de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de r6sistar.ee croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhaitable d'étudier les caractéristiques de résistance croisée au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoire, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 

Méthode provisoire pour la détection de la résistance aux insecticides 
chez les lépidoptères adultes ravageurs des produits entreposés 

Introduction 

La présente méthode est employée pour déceler rapidement la résistance au malathion 
chez Plodia interpunctella . Elle semble également satisfaisante pour la détermination 
des données do référence pour le malathion avec Ephestia cautella . E. kuhniella et, moyen- 
nant une légère modification, avec Sitotroga cerealella . Il est probable qu'elle con- 
viendrait pour d'autres insecticides susceptibles d'Strc utilisés pour les produits 
entreposés, tels que le pirimiphos-méthyle. 

Sommaire 

Des papillons adultes sont rocueillis dans un tube aspiratour et acclimatés pendant 
30 minutes aux conditions expérimentales. On les transfère dans des flacons de verre de 
250 ml, préalablement enduite d'une pellicule d'insecticide, et on les conserve six 
heures avant de relever le pourcentage des insectes foudroyés. Ces pourcentages sont 
portés en regard des concentrations d'insecticide, sur du papier à probabilité logarith- 
mique, afin d'estimer les valeurs KD (DP) , etc. A partir de ces données de référence, 
on peut retenir une concentration diagnostique offrant une forte probabilité de déter- 
miner un knockdo-.m complet de papillons normaux au bout de six heures. La présence de 
papillons encore actifs dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant la nécessité 
de procéder à des essais plus poussés. 

I&téricl et produits 

Aire d'épreuve . Il faut une pièce maintenue à 25 C et 70 pour cent d'humidité 
relative avec éclaireraont constant. 
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Equipement . 30 fioles coniques de 250 ml; 6 aspirateurs pour la collecte des 
papillons analogues à ceux couramment utilisés dans los laboratoires entomologiques 
(voir figure). 

Produits . Acétone pur pour analyse et insecticides â 95 pour cent de pureté au 
moins. 

Préparations 

Préparation des solutions d'insecticide . On prépare dans de l'acétone une solution 
mère d'insecticide à 1 pour cent et, & partir de oelle-ci, des dilutions sérielles. On 
effectue des tests préliminaires avec des dilutions 10:1 pour déterminer la gamme de 
concentrations juste inférieures à la dose foudroyante. Il peut être alors nécessaire 
d'effectuer une nouvelle Bêrie de dilutions à des intervalles plus rapprochés (5:10 ou 
7:10) pour obtenir une bonne courbe de régression. 




A 



C 




Aspirateur pour la collecte des 
papillons. Les insectes sont re- 
cueillis par le tube A, par aspira- 
tion en B, dans la chambre C, qui 
mesure 15 x 4 cm de diamètre inté- 
rieur. L'extrémité inférieure, 
fermée par de la toile, s'adapte à 
l'embout placé a l'extrémité du 
tube d'aspiration. 
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Préparation des fiolos . On enduit les fioles propres de Pluon (OPl, à l'intérieur 
do la région du col seulement) et on les laisse sécher. On introduit avec une pipette 
1 ml de solution insecticide dans chaque fiole, que l'on fait ensuite rouler pour enduire 
l'intérieur au-dessous du col, jusqu'à évaporation de l'acétone. Trois répétitions sont 
employées pour chaque concentration et trois témoins ne sont traités qu'à l'acétone. 
Toutes les fiolos sont laissées une nuit entière danB l'aire d'épreuve. 

Préparation des insectes . Les papillons sont collectés au moyen de tube aspirateurs 
par groupes de 20. Les insectes provonant d'une colonie de laboratoire ne nécessitent 
aucune préparation spéciale. Dans les travaux de contrôle courant, des papillons pouvent 
3tre recueillis sur le terrain, mais leur âge ne sera pas connu. Ils doivent être maii>- 
tenus dans les conditions expérimentales pendant 30 minutes avant le testage pour les 
acclimater. On peut aussi recueillir des chrysalides et utiliser les adultes un â deux 
jours après leur sortie. 

Exposition 

Pour chaque test, le tube aspirateur est maintenu verticalement et on le tapote pour 
faire tomber les papillons dans la partie inférieure recouverte de toile. Le bouchon 
supérieur est alors 8té et on adapte au tubo un flacon traité. On renverse le tout et on 
tapote de nouveau le tubo pour que les papillonc tombent dans la fiole. Les papillons 
de P. interpunctella . 3. kuhniella ou S. cautella ne s'envolent pas du flacon, mais une 
fiole plus petite est nécessaire pour S. cerealella qui risque, lui, de s 'envoler. On 
laisse reposer le flacon pendant six heures, après quoi on compte les papillons tués. 

Relevé et interprétation des résultats 

Afin d'établir des données do référence fiables pour une Bouche Bcnsible, la méthode 
dôcrite doit 8tre répétée plusieurs fois, selon le degré de consistance observé. Les 
rîoultats peuvent alors 8trc groupés, et les chiffres moyens de knockdo-.m sont portés en 
record des concentrations d' insecticide sur du papier a probabilité logarithmique . On 
trace ensuite au jugé les courbes de régression DP/concentration et on en dérive la 
I)F r g, et ainsi de suite. 

Contrôle de la résistance . Pour déceler, par contrôle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d'insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
concentration diagnostique, avec l'exposition de 6 heures. On la choisit a partir des 
données de référence, a un niveau où. tout un échantillon d'insectes normaux a une forte 
prohabilité d'?trc foudroyé. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insccteB 
que doit compter un tel échantillon, ni quant a la concentration a employer. Plus Icb 
papillons testés sont nombreux, plus on a de chances de déceler un début de résistance, 
qui .ne peut toucher qu'une faible partie de la population. On pense que six répétitions 
avec 20 papillons devraient suffire. 

En ce qui concerne la concentration diagnostique , il est évident que celle qui est 
ccnsC-e foudroyer 99 pour cent d'insectes laissera 1 insecte sur 100 indemne, et que celle 
correspondant & une D? de 99,9 pour cent on épargnera 1 sur 1 000. La concentration la 
plue faible risque d'induire en erreur sur la résistance, tandis que la plus forte peut 
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foudroyer des individus dotés d'une résistance authentique, mais faible. Si un faible 
degré de la résistance risque d'avoir de l'importance dans la pratique, il est indiqué 
d'utiliser la DP 99 pour cent. Il n'y aura lieu de suspecter la résistance que si plus 
de 1 pour cent des papillons sont indemnes, ce qui peut Stre vérifié par des contrôles 
répétés. La probabilité pour que plus de 1 pour cent en réchappe diminuera avec chaque 
répétition des tests. 

ANNEXE 



Doses létales d'insecticides pour las lépidoptères ravageurs des 

produits entreposés 
(uc/larvc ) 
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Sources ; Attia. 1977. J. Au3tralian ent. Soc . 16:149; et Attia. 1976. J. econ. 
Entocu . 69:773 
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METHODE POUR LES ALEURODES (PAR EXEMPLE, Trial eurodes vaporariorum Westw. ) 
ET MBTHDDE PROVISOIRE POUR LA DETECTION DE LA RESISTAI ICE CHEZ LES ALEURODES ADULTES - 

Méthode FAO H° 23 



Introduction 

Les mouches blanches de la famille dos Aleyrodidae sont de graves ennemis de diverses 
cultures de serre et de plein champ. L'aleuroie des serres, Trialeuroies vaporariorum . 
a déjà présents une résistance aux insecticides organochlorés et organophosphorés en 
Grande-Bretagne l/, et il serait souhaitable de normaliser les méthodes pour tester la 
résistance chez ces insectes. 

Il est difficile de combattre les aleurodes avec des insecticides, car ces produits 
n'affectent ni les oeufs ni les nymphes. Ces insectes présentent aussi des problèmes 
pour l'expérimentation, car il est malaisé de déceler la mort au stade nymphnl (ou 
"écaille"), tandis que los adultes sont fragiles et difficiles à manipuler. La méthode 
normalisée exposée ci-après repose, en conséquence, sur la recherche de la résistance au 
stade nymphal, au moyen d'un test simple d'immersion. Une autre technique, utilisant la 
tour de Potter, est également décrite; elle est plus exigeante, mais plus précise, et 
peut Stre utile pour traiter des feuilles qu'on a du mal a mouiller par immersion. Elle 
est aussi employée comme moyen rapide pour les aleurodes adultes, moyen auquel on rocourt 
moins souvent, et qui est présenté plus loin. 

De jeunes plants de haricots on de cotonnier sont placés dans des cages avec des 
plants fortement infestés par l'aleurode. Les jeunes plants sont ensuite retirés des 
cages, débarrassés do tous les adultes, et conservés jusqu'à ce que les oeufs déposés 
soient transformés en "écailles". Les feuilles sont alors plongées dans des préparations 
aqueuses d'insecticides (ou traitées par pulvérisation dans une tour de Potter). Les 
plantes traitées sont conservées & 22 - 2} C pendant une semaine avant de relcvor la 
mortalité. 

Les courbes de régression sont normalement obtenues en portant la mortalité en re- 
gard de la concentration sur du papier a probabilité logarithmique. Les données de 
référence sont obtenues avec une souche de référence de sensibilité connue â partir de 
laquelle il est possible do sélectionner une concentration diagnostique pouvant être 
utilisée pour contrôler l'apparition d'une résistance dans des échantillons du ravageur. 
La présence de survivants dans de tels tests est un signal d'alarme indiquant l'appari- 
tion probable d'une résistance ot la nécessité de procéder à des essais plus poussés. 

il Wardlo-.f, L.R. et al. 1972. Nature . 239:16/, 
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Méthodes d'élevage et collecte des échantillons 

Elevage . Il faut disposer d'une Balle ou serre d'élevage maintenue à 21 - 23° C, 
pourvue d'un éclairage fluorescent. Diverses plantes peuvent être employées pour l'éle- 
vage des aleurodes, mais certaines ne donnent pas satisfaction pour le testage. Les 
plus indiquées sont les haricots (Phaseolus vul paris ), et les plants de cotonnier 
(Oossypium hirsutum . var. Delta Pine). 

Collecte des échantillons de plein champ . On dispose des plants de haricots empotés 
dans des emplacements convenables parmi des plants infestés, que l'on secoue pour an 
faire tomber les aleurodes. Au bout de deux jours, les plants en pot sont enlevés et 
cultivés dans des conditions contrôlées. 

Matériel et produits 

Il n'est pas nécessaire d'avoir un équipement compliqué pour le test d'immersion. Si 
l'on dispose d'une tour de Pot ter, on peut l'employer pour obtenir une plus grande pré- 
cision, bien que cette technique soit d'application plus difficile. Avec les deux 
méthodes, los insecticides sont utilisés sous forme do suspensions ou émulsions aqueuses. 
Celles-ci peuvent être préparées a partir d'échantillons ayant au moinB 95 pour oent de 
pureté, mais des formulations commerciales peuvent également 8tro employées. 

Préparation des insecticides 

Conformément aux principes adoptés dans les tests PAO, les préparations insecticides 
doivent Stre obtenues à partir d'échantillons pratiquement purs. L'échantillon est 
dissous dans de l'acétone (au acétone : alcool, 1:1) immédiatement avant l'emploi, et 
l'on ajoute de l'eau pour obtenir une solution mère solvant : eau 1:1. Il convient 
d'utiliser do l'eau distillée, à laquelle un agent mouillant (par exemple, Agral 90 °u 
Triton X-100) a été ajouté à une concentration non toxique. Toutes les nouvelles dilu- 
tions sont préparées à partir de ce mélange. 

Dans certains caB, il peut être impossible d'obtenir des échantillons de l'insec- 
ticide (pratiquement) pur, ou difficile de préparer des suspensions stables d'insectici- 
des de la façon décrite ci-dessus. On peut alors recourir à des formulations existant 
dans le commerce. Il faut savoir, cependant, que les données do référence concernant la 
sensibilité peuvent varier d'une formulation â l'autre pour un même insecticide. En 
conséquence, toutes les comparaisons résistance/sensibilité doivent être effectuées avec 
la mSme formulation. Si possible, les ingrédients inertes doivent être divulgués, sinon 
une formulation à blanc sans insecticide doit être utilisée pour les témoins. 
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Dilutions pour la détermination des données de référence . On procède à des tests 
préliminaires avec une large gamme de concentrations diluées & 1:10. Une fois déter- 
minées les proportions successives do morts, on prépare une nouvelle série de dilutions 
à 1:1 de cinq concentrations pour couvrir cette gamme. Il faut employer des suspensions 
fraîchement préparées, des modifications physiques pouvant se produire si la conserva- 
tion ost trop prolongée. 

Exécution du test 

Infestction des plants pour le testage . On enlevé les cotylédons do jeunes plantes 
parvenues au stade de la deuxième feuille, ot on introduit celles-ci dans dos cages ren- 
fermant des plants fortement infestés par l'alourode, pendant deux jours. Lorsqu'on 
retire les plantes des cages, on chasse les mouche b blanches adultes au moyen d'un cou- 
rant d'air. Les adultes restants sont enlevés dans les deux heures qui suivent, a l'aide 
d'une pipette aspirante. Ces plantos sont alors conservées â 22 - 23 C, sous éclairage 
fluorescent, pendant 14 jours, ter.ps durant lequel les oeufs qui y sont déposés peuvent 
Colore et donner des nymphes du premier stade. Juste avant le testage, les doux feuilles 
de chaque plante sont réunies au moyen de papier collant (faces supérieures ensemble et 
pointes dirigées vers le haut). 

Traitement . Dans le test d'immersion, on plonge les feuilles dans la prépar.-.tion 
insecticide pendant dix secondes, en agitant doucement. Si l'on emploie la tour de Potter, 
on traite chaque fouille par pulvérisation de 1 ml de la préparation, avec une pression 
d'air de 2 kPa (6 psi), ce qui doit laisser un dép3t d'environ 3 x 10"^ mg de produit 
chimique par mm pour chaquo ppm dans la préparation appliquée. Chaque feuille fortement 
infestée est considérée comme une répétition et on utilise quatre répétitions par 
traitement. 

o 

Conditions de conservation . Les plantes traitées sont conservées â 22 - 23 C, sous 
lumière fluorescente, pondant une semaine avant de relever le mortalité. Cette condition 
C3t nécessaire, car il est difficile de distinguer les "écailles" vivantes des "écailles" 
mortes tant que celles-ci ne se sont pas desséchées et les survivants devenus des "écail- 
les" du second ou du troisième stade. LeB pourcentages de morts sont évalués par examen 
soue un microscope a dissection. 

Si l'on observe des insectes morts ou moribonds parmi les témoins, les pourcentages 
de mortalitî doivent 8tre corrigés par la formule d'Abbott 2/ . Les résultats sont t 
rejoter si la mortalité des témoins dépasse 10 pour cent. 



2] Voir "Contrôle et détection de la résistance - Principes généraux", p. 3 
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Relevé et interprétation des résultats 

Données de r*f£rence . Afin d'établir des données de référence fiables pour les sou- 
ches sensibles, la méthode pertinente doit être répétée jusqu'à dix fois, selon la 
variabilité observée. LeB résultats peuvent alors être groupés, et les chiffres de 
mortalité moyenne portés en regard de la dose ou de la concentration sur du papier à 
probabilité logarithmique. On trace ensuite au jugé (ou après un calcul approprié) les 
courbes de régression dose-mortalité, et on dérive la DL^ (ou CL ) et autres doBes 
critiques. 

Contrôle de la ré:3i:;tance . Pour déceler, par contrSle normal, l'apparition de la 
résistance dans une population naturelle d 1 insectes, il est nécessaire d'utiliser une 
dose ou concentration diagnostique. On la choisit à partir des données de référence en 
se servant de la courbe do régression pour retenir un niveau auquel tout un échantillon 
d'insectes normalement sensible, de l'espèce concernée a une forte probabilité d'?tre 
détruit. Il n'y a pas de critère absolu quant au nombre d'insectes que doit compter un 
tel échantillon, ou à la dose ou concentration à employer. Plus les insectes testés sont 
nombreux, plus on a de chances de déceler la résistance h un stade où seule une petite 
partie do la population est atteinte. Sn général, il y aura lieu d'utilisor, si possible, 
un échantillon d'au moins 100 insectes (soit 10 lots de 10). 

En ce qui concerne la dose diagnostique, il est évident qu'un traitement qui est 
censé détruire à 99 pour cent permettra théoriquement la survie d'un insecte normal sur 
100, tandis qu'un traitement qui est censé détruire â 99t9 pour cent n'en épargnera 
qu'un sur 1 000. La dose la plus faible risque d'induire en erreur sur la résistance, 
alors que la plus forte peut tuer des individus dotés d'une résistance authentique, mais 
faible. S'il existe la moindre possibilité qu'une résistance de faible àogré influe sur 
les mesures do lutte, il est indiqué d'opter pour le traitement a 99 pour cent de des- 
truction. Il n'y aura lieu de suspecter la résistance que si le nombre des survivants 
dépasse 1 pour cent, ce qui peut «Hre vérifié au moyen de tests répétés. La probabilité 
d'observer plus do 1 pour cent de survie dans chaque test successif 3 'atténuera progres- 
sivement avec chaque répétition. 

Il importe do souligner que ce point n'est pas purement d'ordre statistique. Chez 
dos insectes normaux, la sensibilité varie considérablement, à la foia selon leur état 
pïiy8iologiquo et selon les conditions du test. Si ces doux f acteurs ne sont pas soigneu- 
sement normalisés, on risque de ne pas déceler la résistance ou de se tromper â son sujet. 

Recherches complémentaires . Lorsque dos survivants commencent à apparaître réguliè- 
rement dans les toBta de diagnostic, cela constitue une sérieuse présomption de résis- 
tance. DanB ce cas, il faut faire de nouveaux tests avec une plus largo gamme de doses 
dépassant les niveaux normaux, jusqu'à ce qu'il ne reste plue de survivants. La forme 
de la courbe de régression obtenue devrait fournir des renseignements complémentaires. 
Habituellement, seule une petite proportion de la population sauvage e3t résistante au 
début. A ce Btadc, le courbe de régression s'apl-tit d'ordinaire au niveau correspondant 
à la proportion des insectes sensibles existant dans la population, ce qui permet d'estimer 
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le pourcentage des individus résistants. Le degré de résistance (c'est-âr-dire l'accrois- 
sement de 1e. dose nécessaire pour tuer les formes résistantes) ne peut être évalué d'une 
façon exacte qu'en comparant une souche résistante homogène à une souche sensible, ce 
qui implique normalement un élevage sélectif en laboratoire. On peut néanmoins s'en 
faire une idée en comparant les doses ou concentrations nécessaires pour tuer une forte 
proportion (soit 95 ou 99 pour cent) de la population sensible connue, d'une part, et 
de la population suspectée, d'autre part. 

Tests de résistance croisée . Une fois confirmée la résistance, il est évidemment 
souhai table d'étudier les caractéristiques de résistance croisée, au moyen de tests avec 
d'autres insecticides. Ce travail, qui peut comporter des études de laboratoiro, devrait 
faciliter le choix d'un insecticide de remplacement. 



Méthode provisoire pour la détection de la résistance 
cl— les alcurodcs adultes 

Introduction 

Cette méthode, qui ne paraît pas avoir été très utilisée, mais qui pourrait se mon- 
trer utile comme procédé rapide pour déceler la résistance chez les aleurodes, est basée 
sur celle employée â 1 ' Agricultural Development and Advisory Service, Wye, Kent, Royaume- 
Uni 1J. 

Les modes d'élevage et de manipulation des insectes, et la préparation des suspensions 
aqueuses do l'insecticide, sont les mêmes que dans la méthode du test sur larves. 

Méthode 

De3 lots d'environ 50 mouches blanches, de préférence du même âge (c'est-a-dire 
provenant de fouillos infestées par des nymphes sur le point de donner naissance â des 
adultes) , 3ont recueillis par aspiration dans dos tubes de verre de 10 x 2,5 cm. Ces 
tubes sont bouchés et placés dans le compartiment de congélation d'un réfrigérateur de 
ménage, pendant 20 minutes â -5 C. Une fois sortis, les insectes refroidis demeurent 
immobiles pendant cinq minutes environ, période pendant laquelle on les place sur du 
papier— filtre noir dans une dei.d-boîte de Pétri et on les traite par pulvérisation dans 
une tour de Pot ter. On procède à cette opération â 42 kPa (6 psi), en utilisant 2 ml de 
la préparation insecticide. La plaque traitée, avec les insectes, est alors placée dans 
un hocher de 1 litre, qui contient deux feuilles de haricot taillées à une dimension de 
6,5 cm 2 dans un tube d'eau. Les tubes sont fermés avec un bouchon de liège entaillé, et 
fixée a la moitié supérieure du bêcher. Pour empêci.er les mouches survivantes de s'échap- 
per, le bechor est recouvert avec de la mousseline ou de la soie a parachute. La morta- 
lité des adultes est évaluée au bout de 24 hourcs, les mouches survivantes pouvant être 
facilement cooptées tandis qu'elles se nourrissent sur les feuilles. 

Los résultats sont traités exactement comme dans la méthode du test avec larves. 



y French, H., Ludlam, P.À. et Hardlow, L.R. 1973. Plant Pat h . , 22i99 
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